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Zur Kenntnis der gerinnungsaktiven Substanzen. 
Von 
R. Marx und H. Dyekerhoff. 
(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen und dem Physio- 
logisch-Chemischen Institut der Reichsuniversitat StraBburg.) 


(Eingegangen am 7. April 1943.) 


Wie wir in einer friiheren Arbeit gezeigt haben, kann Prothrombin 
auf verschiedene Weise in aktives Thrombin umgewandelt werden. 

Zumindest zwei verschiedene Wege der Thrombingenese lassen 
sich nachweisen. 

Einmal kann auch in Abwesenheit von Calciumionen aktives 
Thrombin entstehen, durch die Wirkung von Proteinasen vom Typus 
des Pankreastrypsins oder durch proteolytisch gegeniiber den Sub- 
straten Gelatine und Casein aktive Schlangengifte. Eigenartigerweise 
kénnen auch einige proteolytisch auf die genannten Substrate unwirk- 
same Schlangengifte diesen Effekt hervorrufen. 

Zum anderen kann Thrombin gebildet werden unter den physiologi- 
schen Bedingungen des Saugetierorganismus durch die gerinnungs- 
aktiven Substanzen der Gewebe und des Blutes. Hierbei miissen 
jedoch Calciumionen zugegen sein. 

Proteolytische Wirkung von Gewebsthrombokinasen verschiedener 
Darstellungsarten war auch bei Anwendung empfindlicher Bestimmungs- 
methoden nicht hachweisbar, auch nicht bei Zusatz von Calciumionen. 

Es wire denkbar, daB die Aktivierung des Prothrombins auf einer 
Aufspaltung des Proteins Prothrombin durch die Proteinase Thrombo- 
kinase bzw. Thrombokinase und Calciumionen beruht. 

Aber auch bei Verwendung von Prothrombin als Substrat konnte 
keine Aufspaltung dieses Materials durch Thrombokinase festgestellt 
werden. 

Man mu&B also annehmen, daB die Gewebsthrombokinasen eine 
Proteinase héchster Spezifitiit enthalten, die sich unseren Nachweis- 
methoden entzieht, oder aber — und das erscheint uns wahrschein- 
licher — daB die Gewebsthrombokinasen einen oder mehrere Hemmungs- 
kérper adsorptiv von dem fertig gebildeten. aber gehemmten Thrombin 


entfernen. 
Ein Zusammentritt ‘von Thrombokinase und Prothrombin unter 


dem Einflu8 von Calciumionen zu Thrombin konnte von amerikanischen 


1 H. Dyckerhoff u. R. Marx, diese Zeitschr. 313, 107, 1942. 
Biochemische Zeitschrift Band 316. 
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Autoren durch Verwendung von radioaktivem Phosphor als Thrombo- 
kinaseindikator mit gréBter Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. 

Die dualistische Betrachtung der Prothrombinaktivierung durch 
Proteolyse und adsorptive Enthemmung laiBt jedoch noch viele Probleme 
der gerinnungsaktiven Substanzen ungeklirt, was bei der groBen Be- 
deutung dieser Kérper bedauert werden muB. 

Durch die Einfiihrung der Bestimmung des Prothrombingehalts 
des Blutes, besonders zur Kontrolle der Vitamin K-Therapie, entstand 
auch auBerhalb der Speziallaboratorien das Bediirfnis, eine hoch- 
wirksame und stabile Thrombokinase zur Hand zu haben, was die 
weitere Erforschung der Eigenschaften der gerinnungsaktiven Sub- 
stanzen schon aus diesem Grunde notwendig machte. 

Zahlreiche klinische und pharmazeutische Versuche, gerinnungs- 
aktive Substanzen als Therapeutica, besonders als Blutstillungsmittel, 
zu verwenden, sind bisher im ganzen recht unbefriedigend ausgefallen. 

Die chemische Natur der im Siugetierorganismus vorkommenden 
gerinnungsaktiven Substanzen ist vdéllig ungeklirt. Die Unterfrage 
der Identitit der Gewebs- und Blutthrombokinasen ist offen. Der 
Zusammenhang der Thrombokinaseaktivitit des Blutes selbst mit 
derjenigen der Blutzellen, insbesondere der Thrombocyten, sowie iiber- 
haupt der ganze feinere Mechanismus der Entstehung der aktiven 
Thrombokinase des Blutes unter physiologischen und pathologischen 
Verhiltnissen, ist noch nicht systematisch bearbeitet worden. Vor 
allem fehlt bisher, was ja aus dem dargelegten Mangel an Grundlagen- 
kenntnissen sich verstehen liBt, eine quantitative, chemische Be- 
stimmungsmethode der Thrombokinase des Blutes. 

In jiingster Zeit ist die Untersuchung iiber die chemische Natur 
der gerinnungsaktiven Substanzen erneut aufgenommen worden. 
Nachdem es auf Grund der Arbeiten der Howell- und Bordet-Schule, 
wie Wohlisch! zusammenfassend dargestellt hat, den Anschein hatte, 
daB die Thrombokinase ein Lipoid, wahrscheinlich ein Phosphatid, sei, 
beruht nach der ,Ansicht von Lenggenhager2 und Widenbauer und 
Reichel? die Thrombokinaseaktivitit auf der Wirkung von Blutglobu- 
linen und nicht auf einem Lipoid oder einer Lipoidkomponente. Die 
letztgenannten Autoren haben aus Blutserum ein Globulin gewonnen, 
welches nach ihrer Ansicht lipoidfrei ist, vor allem, weil durch Be- 
handlung mit Lipoidlésungsmitteln eine Schwiichung der Gerinnungs- 
aktivitaét nicht eintritt. 


1 BE. Wohlisch, Ergebn. d. Physiol. 23, 448, 1929; 48, 174, 1940. — 
2 K. Lenggenhager, Helv. med. Acta 1, 527, 1935; Klin. Wochenschr. 1, 1835, 
1936. — 3% F. Widenbauer u. G.H. Reichel, diese Zeitschr. 309, 415, 1941; 
311, 307, 1942. 
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Die vorliegenden Befunde iiber die Eigenschaften der Lipoproteine 
sprechen allerdings gegen die SchluBfolgerung der genannten Autoren. 
Nach St. J.v. Przylecki! kann die Bindung der Phosphatidproteine 
nicht durch einfache Extraktion mit Ather, Benzol und Petroliither 
gespalten werden. Die Lipoprotefne des Serums unterliegen keinen 
gréBeren Veranderungen bei Extraktion mit Ather, Benzol, Petrolither 
oder Methylenchlorid. Es werden etwa 1 bis 2° der anwesenden 
Lipoide durch die genannten Extraktionsmittel extrahiert. Durch 
langdauernde Extraktion der Lipoproteine mit Ather wird nach 2 Monaten 
50 bis 60°, der Lipoide entfernt. Eine weitere Extraktion aindert diesen 
Prozentsatz nicht. Auch durch dreitigige Pepsinverdauung der Lipo- 
proteine bleiben die Lipoide durch Ather unextrahierbar. Zur Ent- 
fernung der Lipoide aus tierischen Lipoproteinen miiBten besondere 
Verfahren angewandt werden. Wir werden darauf noch im Zusammen- 
hang zuriickkommen. Die Sauerstofflabilitat der Thrombokinasen 
der Gewebe, die wir in unseren Experimenten immer wieder fest- 
stellten, spricht eher fiir die Lipoidnatur der Thrombokinasen. Je 
nach der Bindungsart und dem Milieu zeigt diese Sauerstofflabili- 
tit allerdings quantitative Differenzen. Die Méglichkeit, die ge- 
rinnungsaktiven Stoffe durch Saponine? und saponinihnliche Sub- 
stanzen (Bienengift *) ausschalten zu kénnen, spricht ebenfalls eher 
fiir die Lipoidnatur der wirksamen Gruppe. Die Bindung der Saponine 


durch Lipoidsubstanzen ist ja allgemein bekannt. So erscheint uns 
ebenso wie Wéhlisch (1. ec.) und Howell 4 die Annahme eines bzw. mehrerer 
Lipoide von Phosphatidnatur, die wohl meist als EiweiBsymplexe vor- 
liegen, als wirksame Gruppen der gerinnungsaktiven Substanzen nach 
wie vor mit den experimentellen Ergebnissen am besten in Einklang 
zu stehen. 


Im Rahmen unserer systematischen Untersuchungen iiber Thrombo- 
kinasen beschiftigten wir uns zuerst mit der Herstellung einer pro- 
thrombin- und thrombinfreien, hochgereinigten Thrombokinase. Die 
Priifung ihrer Haltbarkeit unter verschiedenen Bedingungen wurde 
durchgefiihrt. Es gelang uns mit verschiedenen Methoden durch Aus- 
kochen von Lunge und etwas weniger giinstig aus.Gehirn, sehr wirksame 
und weitgehend gereinigte Priparate herzustellen. Die so gewonnenen 
Priiparate erwiesen sich auch bei der weiteren Behandlung als weit- 
gehend hitzestabil. Kochen bis zu 1 Stunde Dauer unter Beschrinkung 
des Sauerstoffzutritts zerstérte ihre Wirkung nur teilweise. Auch 


1 St. J.v. Przylecki in Bamann-Myrbdck, Die Methoden der Ferment- 
forschung 11, 431, Leipzig 1941. — 2 A. Hermannsdérfer, diese Zeitschr. 75, 1. 
1916. — * H. Dyckerhoff u. R. Marx, Zeitschr. f. exper. Med., im Druck. 

* H. Howell, Phys. Rev. 15, 435, 1935. 
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durch Alkoholextraktion aus Lunge erhielten wir gereinigt gut wirksame 
Priiparate. Die Thrombokinase erwies sich gereinigt als sauerstofflabil. 
Durchleiten von Luft und Sauerstoff zerstérte ihre Wirkung voll- 
kommen. Saponinsubstanzen machen gereinigte wie ungereinigte 
Thrombokinase ebenso wie die Thrombokinaseaktivitit des Blutes 
véllig unwirksam. Eine Blockierung von Thrombin oder Fibrinogen 
durch Saponin konnte ausgeschlossen werden. Bei — 10° C eingefroren 
war die Haltbarkeit der gereinigten Lungenthrombokinase gut. Durch 
Zusatz von Natriumthiosulfat konnten bei Zimmertemperatur in ge- 
schlossenen Ampullen Lésungen von gereinigter Lungenthrombokinase 
bei guter Aktivitit erhalten werden. und zwar an Natriumthiosulfat 
1°. ige Lésungen iiber 10 Monate. Durch Seitz- oder Berkejeld-Filter 
konnte nur ein Teil der wirksamen Substanz durchfiltriert werden. 
Mit Chloroform und Ather war die gereinigte Thrombokinase faillbar. 
Gegeniiber dem als Ausgangsmaterial dienenden Kochsaft wurde eine 
Reinigung der Thrombokinase auf das Dreifache erzielt. Nach Dialyse 
hatte die gereinigte Thrombokinaselésung 0,06°, Trockensubstanz. 
Die verschiedenen, sich widersprechenden Angaben der Literatur iiber 
die Ultrafiltrierbarkeit von Thrombokinaselésungen und Thrombo- 
kinase in Plasmen wurden uns durch Versuche mit verschieden weit 
gereinigter Thrombokinaselésung verstindlich. 

Von einem nicht gereinigten Lungenkochextrakt ging iiberhaupt 
keine wirksame Substanz durch ein Seitz-Filter. Eine gereinigte Lésung 
derselben Thrombokinase passierte gréBtenteils das Seitz-Filter. Durch 
eine Berkefeld-Filterkerze filtrierten stets Teile der thrombokinatischen 
Aktivitiit von Plasmen. Die verschiedenen Angaben der Literatur, 
die Ultrafiltrierbarkeit von Thrombokinase in Plasmen betreffend. 
erkliiren sich méglicherweise, abgesehen von der Verschiedenheit der 
einzelnen Filter, vielleicht auch durch die verschiedene Zusammen- 
setzung der Plasmen. Jedenfalls erscheint es uns auf Grund unserer 
Versuche nicht ohne weiteres méglich, durch Ultrafiltration un- 
gerinnbare Plasmen zu schaffen. Wir sehen in dem Thrombokinase- 
Auskochverfahren bei Einhaltung gleicher Versuchsbedingungen eine 
einfache und schnelle Methode, um den Thrombokinasegehalt gleicher 
Organe unter patholégischen Bedingungen im Vergleich zu Normal- 
organen testen zu kénnen. Man wird sich mit Nutzen dieser Methode 
neben einem Kaltextraktionsverfahren zusitzlich bedienen. Da mit 
derlei Extraktionsverfahren ohne quantitative chemische MeBmethode 
nur durch Bestimmung der Wirksamkeit nur grébere Differenzen er- 
wartungsgemiB faBbar werden kénnen, muB bis zur Aufklirung der 
chemischen Struktur der Thrombokinase hingenommen werden. 

Um die Artspezifitaét der gerinnungsaktiven Zellsubstanzen beur- 
teilen zu kénnen, priiften wir die Spezifitat der Thrombokinase ver- 
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schiedener Tierklassen. Am Hiihnerplasma lie sich zeigen, daB es 
eine relative Spezifitit der Thrombokinasen gibt. Wir kénnen die 
Angaben von Quick! dariiber bestitigen. Man kann sich diese relative 
Spezifitaét der gerinnungsaktiven nicht proteolytischen Substanzen 
entweder durch den verschiedenen chemischen Aufbau der Lipoide 
oder aber, was zuniichst mehr Wahrscheinlichkeit fiir sich hat, durch 
Verschiedenheit der Triigerproteine erkliiren. Natiirlich wire auch 
die Kombination beider Méglichkeiten denkbar. Trotz dieser relativen 
Spezifitat erwies sich Magnesiumsulfatplasma vom Rind als Substrat 
der Thrombokinasebestimmung laboratoriumsmaBig als brauchbar, 
denn stets ergab, zumindest bei den Siugetieren, diejenige Thrombo- 
kinaselésung, die sich auch auf ein anderes Siugetierplasma als die 
wirksamste erwiesen hatte, auch beim Rindermagnesiumsulfatplasma 
die schnellste Gerinnungszeit. Wir sind uns bewuBt, daB ein haltbares 
Trockenplasma den Thrombokinasetest wesentlich genauer gestalten 
wiirde, und sind daher mit Versuchen iiber die Trocknung von Plasmen 
beschiftigt. Jede Thrombokinaselésung hat je nach dem Organ, aus 
dem sie hergestellt wurde, und nach ihrem Reinigungsgrad gegeniiber 
Magnesiumsulfatplasma eine fiir sie typische maximale Gerinnungs- 
leistung, die auch durch erhéhte Thrombokinasezugabe nicht gesteigert 
werden kann. Oft mu8 man zur Erreichung dieses Optimums eine sehr 
hohe Konzentration der betreffenden Thrombokinase anwenden. Darin 
liegt ein grundlegender Unterschied zu den ,, Thrombokinasen‘‘, die durch 
Proteolyse wirksam sind. Denn diese wirken bei hoher Dosierung stark 
gerinnungshemmend, wahrscheinlich weil sie Prothrombin und Fibri- 
nogen durch Verdauung zerstéren. Die Tatsache, daB jede Organ- 
thrombokinase ihr spezifisches Wirkungsoptimum hat, ist wohl dadurch 
bedingt, daB Hemmungskérper von EiweiBnatur der Thrombokinase- 
fliissigkeit beigemengt sind. Auch die relative Spezifitit der Thrombo- 
kinase in artfremden Gerinnungssystemen kénnte das Gerinnungs- 
optimum mit verursachen. 

An unserer gereinigten Lungenthrombokinase priiften wir die 
Aktivierbarkeit von Thrombokinase durch Cystein und Blausiure. 
Unter unseren Versuchsbedingungen fanden wir eine nicht deutbare 
innerhalb der Grenzen des methodisch ErfaBbaren liegende Beeinflussung 
durch Cystein. Blausiiure erwies sich als wenig hemmend. Durch 
Sauerstoffoxydation geschidigte Thrombokinase lieB sich durch Cystein 
und Glutathion nicht reaktivieren. Um einen MaBstab fiir die Stirke 
unserer gereinigten Lungenthrombokinase zu gewinnen, haben wir 
unsere Priparate mit der von Schléssmann2 und spiiter von Lenggen- 


1 4. Quick, Science 92, 113, 1940. 2 H. Schléssmann, Brun’s Beitrage 
79, 503, 1912. 
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hager! als besonders wirksam bezeichneten Schilddriisenthrombokinase 
verglichen. Der Schilddriisenkochextrakt erwies sich als weniger 
wirksam als Lungenkochextrakt. Allerdings verwandten wir Leichen- 
organe. Der Vergleich mit Thrombokinase aus frischen Schilddriisen 
steht noch aus. Beim Studium der Wirkung von Kombinationen von 
Thrombokinaseextrakten aus verschiedenem Gewebe auf ein Gerinnungs- 
system machten wir eine auffallende Beobachtung. Wenn man zwei 
Thrombokinasegewebsextrakte zusammen in einem Magnesiumsulfat- 
plasma als Gerinnungssystem wirken laBt, ist die Wirkung der Kom- 
bination in einzelnen Fiillen deutlich starker als diejenige beider Einzel- 
thrombokinasen in derselben Konzentration. Dieser Effekt zeigt sich 
aber nur bei der Kombination von manchen Thrombokinasen: z. B. 
Hirn- und Lungenextrakt oder Lungen- und Hodenextrakt vom Rind 
au! Rindermagnesiumsulfatplasma. Ebenso sahen wir den Effekt bti 
einer Kombination von Hirn- und Lungenextrakt eines Kaninchens auf 
Rindermagnesiumsulfatplasma. Dieselbe Kombination war auf Kanin- 
chenmagnesiumsulfatplasma nicht superadditiv wirksam. Ebenso war 
die Kombination von Hiihnerhirn- und Hasenhirnextrakt und Rinder- 
lunge- und Schweinehirnextrakt nicht superadditiv wirksam. Worauf 
die superadditive Wirkung der angefiihrten Thrombokinaseorgan- 
extraktkombination beruht, laBt sich vorerst nicht sicher beurteilen. 
Wenn man die Wirkung mehrerer chemisch differenter Thrombo- 
kinasen von LipoideiweiBnatur, die enthemmend auf an sich aktives 
fertig gebildetes Thrombin wirken, annimmt, kénnte man sich vor- 
stellen, daB neben Hemmungskérpern, die mit allen Thrombokinasen 
sich gleich gut verbinden, Inhibitoren existieren, die nur von bestimmten 
Thrombokinasen besser ausgeschaltet werden. 

Da die Anwendungsméglichkeit aktiver gereinigter Thrombokinase- 
priparate als Hiimostyptica gegeben erschien, haben wir die intravendse 
Vertriglichkeit der Lungenkochthrombokinase im Tierversuch unter- 
sucht. Wir injizierten Kaninchen je 10 cem einer neutralen, gereinigten 
Thrombokinaselésung intravenés. Die Tiere schienen dadurch nicht 
geschidigt. Ein Tier begann sogar kurz nach der Injektion zu fressen. 
Trotzdem ergab die Sektion von Tieren, die einige Stunden nach der 
Injektion getétet worden waren, multiple kleine und kleinste Embolien 
der Lunge. Wurde ein nicht gereinigter Kochextrakt aus alter, art- 
fremder Rinderlunge injiziert, trat spontan exitus mit massiver Throm- 
bose der Jugularvenen, des rechten Herzens und starken Embolien der 
Lunge auf. Zweifellos unterstiitzt der Gehalt an Spitgiften — Faulnis- 
produkten der gealterten Lunge, die in dem nicht gereinigten Koch- 
extrakt mit thrombokinatischer Wirksamkeit noch enthalten sind, — 


1 K. Lenggenhager, Mitt. a. d. Grenzgeb. d. Med. u. Chir. 44, 438, 1936. 
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durch Kreislaufschaidigung die thrombogenetische Wirkung der Thrombo- 
kinase. Arteigene und artfremde Frischlungen- und Hodenextrakte in 
gleicher Dosierung und von ungefihr gleicher Thrombokinaseaktivitit 
verursachten nur die auch bei der gereinigten Lungenthrombokinase 
beobachteten kleinen Lungenembolien ohne exitus der Versuchstiere. 


Die Kombination von Kreislaufschiiden bei Anwesenheit aktiver 
Thrombokinase in der Blutbahn verstiirkt die Embolietodesgefahr sehr 
betrachtlich, wohl vor allem deswegen, weil die in der Zeiteinheit 
entgiftbare aktive Thrombokinasemenge bei darniederliegendem Kreis- 
lauf geringer wird. Bei der Entgiftung aktiver Thrombokinase spielen 
das Antithrombin bzw. die Antikinase des Blutes, méglicherweise neben 
dem Gasdruck des Blutes (Widenbauer! und Reichel), eine erhebliche 
Rolle. Ahnliche Verhiltnisse fanden wir? bei der Toxizitit des kérper- 
warmen, defibrinierten Blutes, wo sich aus Thrombocytenzerfall her- 
zuleitende Friihgifte kreislaufschidigend mit einer Thrombin- und 
Thrombokinaseintoxikation verstiirkend summieren und so bei der intra- 
vendésen Injektion zum Thrombose-Embolietod der Versuchstiere fiihren. 
Auch fiir die Toxizitiat der Extrakte aus frischer Muskulatur scheint ahn- 
liches zu gelten. H. Dyckerhof/3 und Mitarbeiter konnten aus der Mus- 
kulatur eben getéteter Tiere das Kollapsgift Myotoxin isolieren, das die 
Letalitaét einer Thrombokinaseintoxikation stark steigert. Wir werden 
versuchen, auf diesen Erkenntnissen basierend, Thrombosemodellversuche 
aufzubauen, welche die bei gesunder GefiBwand und normalen Thrombo- 
cytenverhiltnissen wichtigsten Faktoren der Thrombosegenese, nimlich : 
Gerinnungsaktivitait der injizierten Substanz, Kreislauffunktion und 
Entgiftungspotenz des Versuchstieres beriicksichtigen sollen. Jeder der 
genannten drei Faktoren wird sich wieder aufgliedern lassen und wird 
einer pharmakologischen Beeinflussung zugiinglich sein. In der prakti- 
schen Medizin ist die Erkenntnis von der Wichtigkeit einer guten Kreis- 
lauffunktion zur Verhinderung von Thrombenbildungen Allgemeingut 
geworden und hat unter anderem zur Sympatoltherapie als Thrombose- 
prophylaxe gefiihrt. Daneben wird man der Steigerung der natiirlichen 
Entgiftungskraft und der Abbaufihigkeit des Plasmas fiir Thrombin 
und Thrombokinase, aber auch der Zufuhr gerinnungshemmender 
Pharmaka, besondere Aufmerksamkeit schenken miissen. In diesem 
Zusammenhang ist interessant, daB die Antithrombinaktivitiit im 
Zustand der Sensibilisierung zunimmt¢. 


1 F, Widenbauer, Klin. Wochenschr. Nr. 23, S. 524, 1942; F. Widenbauer 
u. Reichel, ebenda 19, 436/437, 1942. — * H. Dyckerhoff u. R. Marx, Zeitschr. 
f. exper. Med. 108, 363, 1940. — * H. Dyckerhoff, Beitr. z. path. Anat. und 
allgem. Path. 103, 245, 1939. — 4 Dyckerhoff uv. Ruhl, diese Zeitschr. 303, 316, 
1940. 
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Wir wandten uns nun der Erforschung der Thrombokinasen des 
Blutes und der Blutzellen zu. Zuniichst untersuchten wir die gerinnungs- 
aktiven Substanzen der Thrombocyten und Leukocyten. Voraus- 
geschickt sei, daB wir der Uberzeugung sind, daB alle geformten Elemente 
des Blutes auBer durch ihre Zerfallsstoffe auch rein physikalisch durch 
die VergréBerung der inneren Oberfliche des Blutes auf die Gerinnung 
des Blutes beschleunigenden Einflu8 nehmen kénnen. Dies wird natiir- 
lich vor allem fiir die Blutzellen gelten, deren Oberfliche extravasalen 
Verinderungen besonders unterworfen ist. Mehrfach gewaschene 
Erythrocyten haben z. B. aihnlich Kaolin einen geringen thrombo- 
plastischen Effekt im Plasma. Diese Bedeutung der geformten Ele- 
mente des Blutes fiir die Gerinnung des nativen Blutes ist einer der 
Griinde, weshalb wir eine gut reproduzierbare Werte liefernde Vollblut- 
gerinnungszeitbestimmung neben anderen Methoden zur Analyse des 
Blutgerinnungssystems fiir niitzlich halten. 

Thrombocyten, aus Rinderplasma gewonnen, enthielten trotz mehr- 
facher, griindlicher Waschung fast immer Prothrombinspuren neben 
Thrombokinase. Fibrinogen konnten wir in gereinigten Thrombocyten 
niemals nachweisen. Aus unseren Versuchen miissen wir jedenfalls 
schlieBen, daB, solange keine kontaktbediirftige und damit intravasal 
unwirksame Thrombokinase sich priparieren liBt, die parenterale, 
besonders die intravenése Anwendung von Thrombokinasen abzulehnen 
ist. Es gibt allerdings, z. B. im konservierten Blut!, Verhiltnisse, die 
die Ungiftigkeit der Thrombokinase garantieren. Dementsprechend 
sind auch die meisten Himostyptica des Handels in vitro thrombo- 
kinatisch véllig unwirksam, Sie wirken parenteral als — vielleicht 
spezifische — Reizmittel? und gehéren somit in das Gebiet der Reiz-, 
nicht der Substitutionstherapie. Lokal dagegen sind sie bestenfalls 
physikalisch oder vasoaktiv wirksam und besonders bei Himophilie 
zur lokalen Blutstillung meist unbrauchbar. 

Eine Proteinase, die ohne Calcium Prothrombin in Thrombin 
umwandeln kann, fanden wir in den Thrombocyten nicht. Die geringen 
Mengen Prothrombin, die wir in der Thrombocytenthrombokinase fest- 
stellten, diirften an die Thrombocytenoberfliche aus dem Plasma 
adsorbiert worden sein. Die Entfernung der Thrombocyten aus einem 
Plasma durch langes und scharfes Zentrifugieren wird also wohl stets 
eine. geringe Menge Prothrombin aus dem Plasma entfernen und so 
neben der bekannten Wirkung der Thrombocyten-Thrombokinase 
selbst auch dadurch zu einer gewissen und éfter beschriebenen Ver- 
minderung der Gerinnungskraft scharf zentrifugierter Plasmen fiihren. 


1 H. Dyckerhoff, R. Marx u. H. Bayerle, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med., 
m Druck. — * H. Dyckerhoff u. R. Marx, Zeitschr. f. exper. Med. 110, 390, 1942. 
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Durch ihre Neigung zur Prothrombinadsorption und durch ihre Zerfalls- 
tendenz bei Kontrakt werden die Thrombocyten zu wichtigen Ge- 
rinnungszentrer, zumal ihr Agglutinations- und Adsorptionsvermégen 
schon zu Beginn des Gerinnungsvorganges sie in enge Beziehung zum 
Profibrin setzt. Bei Untersuchungen iiber die Gerinnungsaktivitaét von 
Thrombocyten, z. B. bei Himophilie, wird man sich bei der Deutung 
der Versuche der Méglichkeit, daB mit tibertragenen Thrombocyten 
auch adsorbiertes Prothrombin mit tibertragen werden kann, erinnern 
miissen. 

In den Leukocyten fanden wir auBer Thrombokinase, die nur in 
Gegenwart von Calcium Thrombin zu bilden in der Lage ist, auch eine 
Prothrombin ohne Calcium in Thrombin umwandelnde Proteinase. 
Es handelt sich wohl um das von Willstdtter! und Mitarbeitern niiher 
untersuchte Leukocytentrypsin. Leukocyten- und Thrombocyten- 
thrombokinasen waren nicht kontaktbediirftig. 


Lenggenhager (1. ¢.) und Widenbauer und Reichel (1. c.) beschrieben 
neuerdings eine aus Serum und Plasma gewinnbare, vom extravasalen 
Zerfall der geformten Elemente des Blutes, insbesondere der Thrombo- 
eyten, unabhiingige, gebundene Plasmathrombokinase. Wir kénnen die 
Angaben von Widenhauer und Reichel? iiber die Herstellbarkeit einer 
im Verhaltnis zur Lungenthrombokinase allerdings nicht sehr aktiven 
Thrombokinase aus Serum bestitigen. Wir fanden, daB die Serum- 
thrombokinase, ebenso wie die Zellthrombokinase fertig pripariert 
nicht kontaktbediirftig ist, also im paraffinierten GefiB ungefaihr genau 
so wirksam ist wie in einem gewéhnlichen Glase. Da in nicht und wenig 
benetzbaren GefiBen Siugetierblut langsamer gerinnt als in normalen 
Glasern und Vogelplasmen praktisch ungerinnbar gehalten werden 
kénnen, muB die Entstehung der aktiven Serum- und Thrombocyten- 
thrombokinase als kontaktabhingig angesehen werden. Ob sich, die 
Plasmathrombokinase in zwei Faktoren, einen von Lipoid- und einen 
von Plasmatrypsincharakter wird trennen lassen, wird zur Zeit gepriift. 


Mit den vorgenannten Autoren sind wir der Meinung, daB das 
Vorkommen einer im strémenden Blute gebunden existierenden Plasma- 
thrombokinase sehr wahrscheinlich ist. Sie stellt wohl einen quantitativ 
noch nicht iibersehbaren Teilfaktor der gesamten Blutthrombokinase 
dar, und zwar, wenn es erlaubt ist von den Verhaltnissen bei Morbus 
Werlhof aus zu schlieBen, wohl den gréBeren Teil. Immerhin ist es 
methodisch recht schwierig, ein Plasma vollig frei von Thrombocyten- 
zerfallsprodukten herzustellen, und daher ist eine wirklich exakte 


' Willstatter, Bamann u. Rohdewald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 107, 
1930. — ? F. Widenbauer u. Ch. Reichel, |. ¢. 
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Beweisfiihrung fiir eine vom extravasalen Thrombocytenzerfall unab- 
hiingige Plasmathrombokinase als noch nicht erbracht anzusehen. 


Serum enthilt immer Produkte der Thrombocytolyse und ist daher 
zur Klirung der Existenz einer nicht aus Thrombocytenzerfall herriihren- 
den Thrombokinase natiirlich wenig geeignet. 


Unter den Ko6rperfliissigkeiten priiften wir bisher auf Thrombo- 
kinaseaktivitiét Milch und Milchprodukte, menschlichen Speichel, 
Humor aqueus und Tranenfliissigkeit. 


Insbesondere die Frauenmilch ist ja schon lange als gerinnungsaktiv 
bekannt!. A, Solé? hat Frauenmilch als gutes lokales Himostypticum 
bei himophilen Blutungen beschrieben. LZ. Burwiana3 beschrieb ein 
thrombisches Ferment in der Milch, das angeblich reine Fibrinogen- 
lésungen zur Gerinnung bringen soll. FH. Hecht+ bestitigte die gute 
Thrombokinasewirksamkeit der Frauenmilch. Die Thrombokinase- 
wirksamkeit der Frauenmilch soll erst 7 bis 10 Tage nach der Geburt 
himostyptisch verwendbar werden. Neuerdings empfiehlt 2. Freuden- 
berg® eine durch Pyrrolzusatz haltbar gemachte entkalkte Frauenmilch 
als klinisch leicht zugingliches Ausgangsmaterial fiir die zur Durch- 
fiihrung der Quickschen Prothrombinbestimmungsmethode bendtigte 
stabile Thrombokinase. Wir priiften vergleichend menschliche Milch, 
Kuhmilch, Ziegen- und Schafmilch auf ihren Thrombokinasengehalt. 
Thrombin lieB sich in keiner dieser Milcharten nachweisen. Am besten 
thrombokinatisch wirksam fanden wir Frauenmilch. Dann folgten mit 
Abstand in der Reihenfolge der Wirksamkeit Schafmilch und wieder 
mit Abstand Kuh- und Ziegenmilch. Frauenmilchprodukte vor und 
nach Beendigung des Stillens wiesen keine konstanten WirksamI#eits- 
differenzen auf. Ausschiittelung mit Ather bei Zimmertemperatur 
ergab bei Frauenmilch einen nach Abdunstung des Athers thrombo- 
kinatisch gut wirksamen Riickstand. Auch die extrahierte Milch erwies 
sich noch als thrombokinatisch wirksam. Die Frage der Zerstérbarkeit 
der Thrombokinasewirksamkeit durch die Verdauungsfermente werden 
wir in Angriff nehmen. Ob und welche Stoffwechselwirksamkeit der 
thrombokinatisch wirksamen Lipoidsubstanz der Milch zukommt, 
scheint uns noch nicht geklart. 


Frische rohe, 1 Tag aufbewahrte rohe und kurz aufgekochte 
Kuhmilchproben waren ungefihr gleich wirksam. Kuhmilchbutter als 


! Moro u. Hamburger, Wien. klin. Wochenschr. 1902, S. 121; K. Hiruma, 
diese Zeitschr. 139, 152, 1923. — 2 A. Solé, Klin. Wochenschr. 14, 182 u. 
1354, 1925. — 3 L. Buruiana, Lait 21, 138, 1941. — 4 EH. Hecht, Acta med. 
skand., Vol. IX fase. I—II, 1941. —— 5 H. Freudenberg, Schweiz. med. Wochen- 
schrift 43, 1941. 
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kérperwarme Suspension erwies sich auch als gerinnungsaktiv. Auch 
in Kuhmilchrahm sowie in Trockenmilch und Kondensmilch fanden 
wir eine, allerdings geringere Thrombokinaseaktivitit. Magermilch 
und Buttermilch waren dagegen ohne jede Wirkung. Die Wahrscheinlieh- 
keit der Verkniipfung der Thrombokinasewirksamkeit mit cinem oder 
mehreren Lipoiden ist also im Falle der Milch besonders hoch. Butter 
kann vielleicht ein giinstiges Ausgangsmaterial fiir die Isolierung und 
chemische Charakterisierung der gerinnungsaktiven Substanzen ab- 
geben. Ob in der Milch, besonders auch im Colostrum, nicht noch 
proteolytische, aus zerfallenen Leukocyten stammende Proteasen eine 
Nebenrolle bei der thrombokinatischen Wirkung spielen, haben wir 
noch nicht genau analysiert. 


Humor aqueus (aus Rinderaugen) fanden wir frei von Thrombo- 
kinase, ebenso wie ihn friiher Bordet frei von Prothrombin gefunden 
hattel. 

In Trinenfliissigkeit fanden wir keine thrombokinatische Wirk- 
samkeit. 


Menschlicher Speichel dagegen erwies sich als deutlich thrombo- 
kinatisch wirksam. Da die Speichelkérperchen im Absterben begriffene 
Leukocyten sind, deren Thrombokinaseaktivititssystem wir schon 


diskutiert haben, erscheint uns dies nicht verwunderlich. 


Die Bestimmung der Prothrombinzeit nach Quick erfordert eine 
haltbare konstante Thrombokinase. Verschiedene Vorschliige zur 
Herstellung derartiger Priparate sind gemacht worden. 


Die Methode nach Quick? — Trocknung von Hirn mit siurefreiem 
Aceton — und die Methode von Dam und Glavind? — Aufbewahrung 
einer Hirnthrombokinaselésung in gefrorenem Zustand — erwiesen sich 
als brauchbar. 


Die nach der Acetonmethode von Quick hergestellten Priparate 
haben den Vorteil, daB sie gut transportiert werden kénnen. Die Throm- 
bokinasewirksamkeit der nach den genannten beiden Methoden her- 
gestellten Thrombokinasekonserven erwies sich nach Monaten noch als 
unverindert. Bei Verwendung der nach Dam und Glavind hergestellten 
eingefrorenen Hirn-Thrombokinaselésungen ist nach Auftauen und Ver- 
diinnung zum Zwecke der Prothrombinzeitbestimmung die verdiinnte 
Lésung bei Zimmertemperatur nur 30 Minuten, beim Aufbewahren in 
Eiswasser 3 Stunden sicher ohne Verlust an Wirksamkeit haltbar. 


' Zit. nach C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, Bd. 2, 1926. 
2 A, Quick, Amer. J. med. Soc. 1940. — * H. Dam u. J. Glavind, Zeitschr. 
fy Vitaminforschung 9, 71, 1939. 
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Experimenteller Teil, 
1. Verwendete Lésungen und Substanzen. 


. Roher Lungenextrakt. Frische Rinderlunge wird mit Wasser griindlich 
gewaschen und durch den Fleischwolf getrieben. Der Lungenbrei 
wird mit der zehnfachen Menge destillierten Wassers gut verriihrt 
und 3 Minuten bei Zimmertemperatur stehengelassen. Dann werden 
die Organreste abzentrifugiert oder abfiltriert. Das Filtrat ist stark 
thrombokinaseaktiv. 

2. Lungenkochextrakt. Der nach 1. hergestellte Lungenbrei wird in die 
zehnfache Menge kochendes, destilliertes Wasser gegeben. Es wird 
einmal kurz aufgekocht und filtriert: Das Filtrat wird unter flieBen- 
dem Wasser oder im Eis abgekiihlt. 

3. Gereinigte Lungenthrombokinase. 

a) Reinigung durch Bariumsulfat. Zu 30cem Lungenkochextrakt (2.) 
wird 1cem 10°,ige Bariumchloridlésung gegeben, anschlieBend 
1 com Natriumsulfatlésung, die die dem Barium aquivalente Menge 
an Sulfation enthalt. 1 bis 2 Minuten wird die Mischung geschiittelt 
und dann das Bariumsulfat abzentrifugiert. Wenn durch die erste 
Adsorption noch keine vollkommene Reinigung der Thrombo- 
kinaselésung erzielt worden ist, kann dieselbe noch ein- bis zweimal 
wiederholt werden. Es resultiert eine wasserklare, gut wirksame 
Thrombokinaselésung, die kein Thrombin oder Prothrombin 
enthalt. Zur Entfernung der Salze kann man gegebenenfalls noch 
eine Schnelldialyse gegen destilliertes Wasser anschlieBen. Man 
erhalt so eine Thrombokinaselésung, die bei guter Wirksamkeit 
0,06 °;, Trockengewicht hat. 

b) Reinigung durch Aktivkohle: Zu dem nach 2. hergestellten 
Lungenextrakt wird soviel Aktivkohle zugesetzt, daB die Gesamt- 
fliissigkeit 3°, Aktivkohle enthailt. Dann wird kurz aufgekocht 
und abfiltriert. Man kann auch die Aktivkohle mit dem Lungenbrei 
zusammen aufkochen. Mit beiden Methoden bekommt man eine 
wasserklare Thrombokinaselésung. 

ce) Reinigung durch Ammonsulfat: Zu dem Lungenkochextrakt 2. 
wird Ammonsulfat zugegeben, bis der Extrakt 2,5° ig an Ammon- 
sulfat ist. Dabei werden die Verunreinigungen ausgefillt. 

d) Reinigung durch Magnesiumhydroxydsuspension: Magnesium- 
hydroxydsuspension wird im Verhiltnis 1:16 zu Lungenkoch- 
extrakt 2. zugesetzt. Nach Abzentrifugieren erhilt man eine klare, 
gut wirksame Thrombokinase. 

4. Hirnextrakt. Hirnkochextrakt. Gereinigter Hirnkochextrakt wird 
analog wie 1., 2. und 3. hergestellt. 

5. Hodenextrakt. Hoden wird von seinen Fascien befreit und durch 
die Fleischmaschine getrieben. Der Extrakt wird nach 1. hergestellf. 
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}, Schilddriisenextrakt und Schilddriisenkochextrakt analog 1. und 2. 
hergestellt. 


. Serumthrombokinase, hergestellt nach Widenbauer und Reichel, diese 
Zeitschr. 311, 307, 1942. 

8. Trockenthrombokinase durch Acetontrocknung, hergestellt nach 
A. Quick, Science 92, 113, 1940. 

9. Hirnthrombokinaselésung eingefroren, hergestellt nach Dam und 
Glavind, Acta med. Scand. 96, 108, 1938. 

. Hirnthrombokinase, luftgetrocknet, hergestellt nach (Quick (1. ¢.). 

. Prothrombin, hergestellt nach Seegers, Smith und Brinkhous, J. of 
biol. Chem. 123, 751, 1938. 

2. Thrombin Standard, hergestellt nach Dyckerhoff und. Kiirten, diese 
Zeitschr. 284, 111, 1936. 


3. Erythrocyten, von Thrombocyten und Leukocyten befreit, hergestellt 
nach Abderhalden und Deetjen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 53, 280, 
1907. Verwandt wurde Pferdeblut. 


4. Leukocyten aus Pferdeblut, hergestellt nach R. Willstdtter, BE. Ba- 
mann und M. Rohdewald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 185, 227, 1929. 

5. Thrombocyten, hergestellt nach F. Koller, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
24, 23, 1936. 

}. Magnesiumsulfatplasma vom Rind und Kaninchen, sowie von Huhn 
und Mensch. Darstellung siehe Dyckerhoff und Marz, diese Zeitschr. 
313, 115, 1942. 

i. Fibrinogen nach Bordet, C. r. Soc. biol. 83, 576, 1920. 

. Humor aqueus, aus Rinderaugen hergestellt. 


. Cysteinchlorhydrat, Merck-Darmstadt. 


II. Angewandte Methodik. 
Alle Untersuchungen wurden im Thermostaten bei 37° durchgefiihrt. 


. Feststellung der proteolytischen Wirksamkeit geschah nach Anson 
und Mirsky in der Modifikation von Gauss, J. of gen. Physiol. 17, 
151, 1933 und Diss. Miinchen 1937. 


2. Testung des Thrombokinasegehalts erfolgte nach Dyckerhoff und 
Goossens, diese Zeitschr. 299, 437, 1938. 

3. Feststellung des Thrombingehalts erfolgte nach Dyckerhoff und Marx, 
diese Zeitschr. 313, 117, 1942. 


4. Feststellung der Prothrombinaktivierung: 


Auf 37° vorgewirmte Prothrombinlésung wurde zur Verfolgung 
der Umwandlung von Prothrombin in Thrombin mit den ebenso vor- 
gewirmten auf Aktivatoren zu untersuchenden Lésungen zusammen- 
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gegeben. Nach Ablauf der Aktivierungszeit wurde die Mischung mit 
einer vorgewiirmten Substratmischung vereinigt und die Gerinnungszeit 
gemessen. 

III, Versuchsergebnisse. 

Die Untersuchungen der wiisserigen Thrombokinaseextrakte mit 
und ohne Calciumion auf proteolytische Aktivitit gegeniiber Prothrombin 
als Substrat geschah nach Anson und Mirsky nach der Modifikation 
von W. Gauss (I. ¢.), nachdem zahlreiche Vorversuche gezeigt hatten, 
daB mit der titrimetrischen Methode nach Willstdtter und Mitarbeitern! 
keine Spaltung festzustellen war. Als Substrat diente konzentrierte 
Prothrombinlésung. Es wurde bei px 7 gearbeitet, im iibrigen hielten 
wir die Bedingungen von W.Gauss ein. Wie in der Arbeit iiber die 
Entstehung des aktiven Thrombins (I. c.) haben wir es vorgezogen, die 
Spaltungsangabe in Farbtiefe, gemessen in Teilstrichen des Photo- 
meters, anzugeben. Die Zahlen in Tabelle I sind ein Beispiel zahlreicher 
Versuche zu dieser Frage. 

Als Substrat des einzelnen Ansatzes diente jé 5 ccm konzentrierte 
Prothrombinlésung. 

Aus Tabelle I ist ersichtlich, daB eine eindeutige Zunahme der 
Farbtiefe als Ausdruck einer proteolytischen Spaltung von Prothrombin 
durch Thrombokinase oder Thrombokinase und Calcium nicht fest- 
stellbar ist. Das Ergebnis dieser Methode zur Testung der Proteolyse 
stimmt mit den mit der Methode von Wéllstdtter und Mitarbeitern 
erzielten Ergebnissen iiberein. Man kénnte sich allerdings denken, 
daB die Proteolyse von Prothrombin und Thrombokinase-Calcium so 


Tabelle I. Spaltung von Prothrombin durch Thrombokinase und 
Calcium, gemessen nach Anson und Mirsky (Modifikation W. Gauss). 








Farbtiefe in Teilstrichen des Lange- 
Photometers nach Reaktionszeit 


Zugesetzte Substanz 





0 1/oh 2h 


4 com dest. Wasser 25 , 26 
1 ,, ungereinigter Lungenkochextrakt 27,6 30 
0,5,, Calciumlésung, die 3,6mg Ca”/cem enthalt | 24,5 26,5 
1 ungereinigter Lungenkochextrakt + 0,5ecm 
Calciumlésung (3,6 mg/ecm) 28,5 31 
gereinigte Lungenthrombokinase 29 30 
gereinigte Lungenthrombokinase +- 0,5ccm 
Calciumlésung (3,6 mg/ccm) 27,6 
Menschenhirnthrombokinase nach Dam 
und Glavind, 1:20 verdiinnt 24 23,5 
Menschenhirnthrombokinase nach Dam 
und Glavind, 1:20 verdiinnt +- 0,5 cem 
Calciumlésung (3,6 mg/ecm) 23,5 23,5 


1 R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz, S. Dunaiturria u. G. Kiinstner, Zeit- 
schr. f. physiol. Chem. 161, 191, 1926. 
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geringfiigig wiire, daB ein Freiwerden von farbgebenden Aminosiuren 
nicht oder in nicht geniigender Menge erfolgte, so daB das Ergebnis 
der Testung mit der Methode von Anson und Mirsky deswegen negativ 
ausgefallen ist. Da aber auch keinerlei Spaltung von Gelatine oder 
Casein durch wisserige Thrombokinase festgestellt werden konnte}, 
fehlt bisher jedenfalls jeder exakte Beleg fiir die Annahme einer pro- 
teolytischen Wirksamkeit von Gewebsthrombokinase. 


Tabelle 11. Methoden der Reinigung von gekochten Lungen- und 
Hirnthrombokinasen durch Adsorption und Fallung. 





oa Thrombokinase- 
: an Klarungs- _ Le wirksamkeit der 
Klirungsmittel mittein Klirungseffekt = peklirten Thrombo- 


kinaselésung 


Bariumsulfat sehr gut gut bis sehr gut 
Aktivkohle gut 
Ammonsulfat 


Kieselgur .: 2,5 negativ <i 
Tertiares Calciumphosphat .. é sehr gut schlecht 
Silicagel negativ gut 
Magnesiumhydroxyd sehr gut n 
Fullererde gut ‘3 


Aus der Ubersicht der Tabelle II sieht man, daB man auf ver- 
schiedenen Wegen zu gut gereinigten und wirksamen Thrombokinase- 
lésungen kommen kann. Wenn man von dem beschriebenen Koch- 
extraktionsverfahren ausgeht, haben diese gereinigten Priiparate auf 
prothrombinfreies Plasma oder Fibrinogen keinerlei Einwirkung. Die 
Priparate sind daher prothrombinfrei. 

Rinderlungen als Ausgangsmaterial fiir Thrombokinasekochextrakte 
halten sich in gefrorenem Zustand in einem offenen GefiB 3 Wochen 
unveriindert, um dann langsam abzunehmen. Bei Zimmertemperatur 
trat die Wirksamkeitsverminderung schon nach 3 Tagen sehr deutlich 
in Erscheinung. Analog verhiilt sich ebenso aufbewahrtes Gehirn. 


Bei Kochextraktionen von Lunge und Gehirn mit physiologischer 
Kochsalzlésung erhilt man etwas geringer aktive Thrombokinase- 
lésungen, die sich auch nicht so gut reinigen lassen wie die mit 
destilliertem Wasser extrahierten Lésungen. 

Wenn man die Kochextrakte nach einmaligem Aufkochen sofort 
abfiltriert (mit einer Extraktionszeit von etwa 20 Sekunden), bekommt 
man etwas geringer aktive Lésungen, als wenn man ohne sofortiges 
Filtrieren die Lungenbestandteile noch 15 bis 20 Minuten ohne abzu- 
kiihlen weiter extrahieren laBt. , 


' H. Dyckerhoff u. R. Marx, diese Zeitschr. 313, 115, 1942. 
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Filtriert man aber sofort, so ist es zweckmaBiger die Lésung schne|:! 
zu kiihlen als sie bei Zimmertemperatur langsam abkiihlen zu lassen 


Tabelle IIL. Bestandigkeit von Lungenkochextrakt und gereinigten 
Lungenkochextrakt beim Kochen im RiickfluBkihler. 





Gerinnungszeit eines mit Ca"’ versetzten 


Art der Thrombokinaselésung Kochzeit Mg S$ 0,-Plasmas bei Zugabe von ccm Lsg. 





1,0 0,5 0,25 0,1 


1’ 35” 1’ 45’’ Ss a0 
Lungenkochextrakt — | 5 é 1 4"’ 1’ 45” 2’ 15” 
2’ 20” 2’ 40” 8’ 30” 
| 3’ 46° 4’ 30” 6’ 
Gereinigter Lungenkoch- é 4’ 40” 5’ 30” 6’ 10” 
extrakt | ( 5’ 30” 6’ 30” 6’ 30” 
7’ 50” 9’ 9’ 


Tabelle Ill zeigt, daB Thrombokinasekochextrakt beim Kochen 
im RiickfluBkiihler wihrend einer Viertelstunde miBig an Aktivitit 
verliert. 
Tabelle IV. Haltbarkeit von alkoholischen Thrombokinaselésungen 
beim Kochen im RiickfluBkihler. 





Alkohol- Gerinnungszeiten eines mit Ca* versetzten 
P< ta gehalt Kochzeit Mg $0,-Plasmas bei Zugabe von ccm Lsg. 





1 0,5 02 | 02 


Rinderhirn- 5 | 17’ 10’ 40” 12’ 05” 
extrakt 10’ 50” 6’ 20” 6’ 25” 
| 16’ 7’ 10” 6’ 45” 


Rinderlungen- 7 30” 3’ 45” 4’ 16” 
extrakt gE 10’ 6’ 40” 7 10" 
12’ 6’ 50” 6’ 45” 

Rinderlungen- 2’ 15” 2” 30° 8’ 15” 
extrakt f | 3” 107 3’ 45” 4’ 30” 

3’ 45” - 4’ 15” 

3’ 05” 5’ 5’ 40” 

3’ 40” - 6’ 30” 

a ae el 8’ 30” 
8’ 30” 9’ 20” Al 30" 


Rinderhirn- 9’ 25” 2° 30” 9 45” 
extrakt F | 9° 30” 9 45” 3 
2°50” | 3 3’ 20” 
3” 3’ 3’ 40” 
3°15” | 3°15" | 4’ 
6°20" | 4°40” | 5” 
4°40” | 5°10” | 5°20” 
j | 5’ 50” 6’ 10” 7°10” 


Die alkoholischen Thrombokinaseextrakte haben also etwa dieselbe 
Kochbestindigkeit wie die wasserigen. 
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Tabelle V. Bestandigkeit von gereinigtem Lungenthrombokinase- 
extrakt beim Erhitzen in zugeschmolzenen Ampullen im Salzbad 
bei 105°. 





Gerinnungszeit eines mit Ca‘ versetzten Mg 8 O,-Plasmas bei Zugabe von ccm Lsg. 


Kochzeit 





1,0 0,5 25 0,1 


1’ 20” re > 3” 2’ 40” 
3’ 00” 4’ 15” 4’ 30” 5’ 45” 
3’ 40” 4’ 00” 5’ 00” 6’ 30” 
3 68" 4’ 15” 5’ 00” a a 
4’ 10” 4’ 20’ 5’ 20” 7’ 00” 
5’ 00” 5’ 30” 6’ 30” 7’ 50” 


Gereinigte Hirnthrombokinase ]iBt sich noch besser sterilisieren 
als gereinigte Lungenthrombokinase. 


Tabelle VI. Haltbarkeit von Hirnkochextrakten in zugeschmolzenen 
Ampullen bei Sterilisation bei 105° im Salzbad. 





: Gerinnungszeit eines mit Ca** versetzten Mg SO,-Plasmas bei Zugabe von ccm Lsg. 
Kochzeit les, (ies 


1,0 0,5 0,25 0,1 
5E 








(’ i a i oe" iy 
30’ 2’ 00” 2’ 05” 2 
)/ 


5 2’ 20’’ 
15” 3’ 00” 
lh 2’ 80’ 2’ 36” 40’” 3’ 20” 

Auf diese Weise sterilisierte Rinderhirnextrakte kénnen fiir die 
lokale Blutstillung bei Himophilen niitzlich sein. Die in Tabelle VI 
angegebene Hirnthrombokinase war aus acetongetrocknetem Rinderhirn 
hergestellt, von dem 1g in 100 ccm destilliertem Wasser 5 Minuten 
gekocht wurde. Das Filtrat wurde verwendet. Nach 3 Wochen war die 
Aktivitiit dieser Lésung, in geschlossenen Ampullen erhitzt, bei Zimmer- 
temperatur ohne Zusatz aufbewahrt, schon recht gering geworden. 

Durch Zusatz von Natriumthiosulfat, Borsiiure und Cystein in 
verschiedenen Konzentrationen wurde versucht, gereinigte Lungenkoch- 
extrakte aus Frischrinderlunge in kifrz erhitzten, verschlossenen Am- 
pullen bei Zimmertemperatur haltbar zu machen. 

Zu Beginn des Versuchs wurden die Ampullen jeweils zugeschmolzen 
und 2 Minuten bei 105° erhitzt. Ohne Zusitze waren so behandelte 
Thrombokinaselésungen im Verlauf von 2 Wochen in bezug auf Thrombo- 
kinase weitgehend inaktiviert. 

Mit Zusatz von 1°, Natriumthiosulfat gelang es, Lésungen iiber 
10 Monate bei Zimmertemperatur in Ampullen bei guter Thrombokinase- 
aktivitaét zu erhalten. Es brachte z. B. 0,1 cem einer solchen Lésung 
ein 1:10 verdiinntes Rindermagnesiumsulfatplasma, das ohne diesen 
Zusatz nach 30 Minuten noch nicht geronnen war; in 4 Minuten zur 
Gerinnung. Auch Lésungen, die 1°;ig an Borsiiure waren, hielten 
iiber 6 Monate gute Aktivitéit. Natriumthiosulfat hat in den in Frage 
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kommenden Konzentrationen keine gerinnungshemmende Wirkung. 
Borsiiure hat nur eine minimale gerinnungshemmende Wirkung in den 
angewandten Konzentrationen. Héhere Konzentrationen der beiden 
Stoffe konservierten schlechter. Mit Cystein 1- und 1,5°,ig konnten 
wir Thrombokinaselésungen unter denselben Bedingungen 2 Monate 
bei guter Aktivitit erhalten. 12,5° ige alkoholische Thrombokinase- 
lésungen hielten sich 1 Monat gut. Bei langerdauernder Konservierung 
ist es nicht méglich, exakte Angaben iiber den Verlust an Aktivitiit 
in Prozent zu machen, weil verschiedenartige und instabile Plasmen als 
Substrat verwendet werden miiBten. Solche Angaben setzten entweder 
ein vollig stabiles konserviertes Gerinnungssystem oder eine Methode 
der Angabe der Thrombokinase in Einheiten voraus. Wir sind um die 
Ausarbeitung eines quantitativ exakten Verfahrens zur Testung konser- 
vierter Thrombokinaselésung bemiiht. 

Aus unseren Versuchen geht jedenfalls hervor, daB man fliissige 
Thrombokinasebereitungen durch Zusiitze bei Zimmertemperatur recht 
lange aktiv erhalten kann. Wir sehen darin einen wertvollen Anhalts- 
punkt zum weiteren Studium der Verwendbarkeit solcher Thrombo- 
kinasekonserven fiir die lokale Blutstillung. Es wird sich allerdings 
stets empfehlen, ganz frische Lungen als Ausgangsmaterial fiir die 
Thrombokinasebereitung zu benutzen wegen der toxischen Stoffe, die 
bei der Zersetzung des Lungengewebes entstehen kénnen und teilweise 
in die Thrombokinaselésung mit tibergehen. 

Fiir die Bestimmung der Prothrombinzeit bedient man sich bis zur 
Erzielung einer véllig stabilen Lésung besser noch eines Trocken- 
priiparats nach Quick oder der eingefrorenen Hirnthrombokinaselésung 
nach Dam und Glavind. 

Wir haben nach dem Vorgehen von Quick Hirne von Kaninchen, 
Rind und Schwein mit siurefreiem Aceton getrocknet und die Priparate 
in evakuierten Ampullen eingeschmolzen. Das aktivste Priparat lieB 
sich aus Kaninchenhirn erzielen, geringer aktiv waren die Priaparate 
aus Rinderhirn, noch etwas geringer diejenigen aus Schweinehirn. Wir 
testeten solche nach Quick hergestellten Vakuumampullen ein halbes Jahr 
lang bei offensichtlich vélliger Konstanz. 

Das zweite Verfahren nach Quick ist weniger empfehlenswert fiir 
die Herstellung einer stabilen Testthrombokinase zur Bestimmung der 
Prothrombinzeit. Rinder- und Schweinehirne werden bei diesem 
Verfahren durch ein feines Sieb passiert, hauchdiinn auf Glasplatten 
gestrichen und bei 40° im Trockenschrank getrocknet, dann abgeschabt 
und in Vakuumampullen eingeschmolzen. Im Verlauf der Monate 
zeigen solche Priparate gegeniiber in Aceton getrockneten einen kleinen 
Riickgang in der Aktivitiit. Dagegen ergeben nach dem Verfahren von 
Dam und Glavind bei — 10° eingefrorene Hirnthrombokinaselésungen 
iiber ein halbes Jahr vollig konstante Werte. Wir bevorzugen dieses 





auf 
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kon 
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Lun 
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Verfahren fiir Laboratoriumszwecke zur Bestimmung der Prothrombin- 
zeit, indem wir in kleinen Ampullen eine gréBere Anzahl von zur Testung 
der Prothrombinzeit hinreichender Dosen vorritig halten. 


Tabelle VII. Haltbarkeit der nach Dam und Glavind eingefrorenen 
Menschenhirnthrombokinase nach Auftauen und Verdiinnen im 
offenen Glas. 





Zeit nach — Gerinnungszeit eines mit Ca“ versetzten Mg S O,4-Plasmas bei Zugabe von ccm Lsg. 
Auftauen und - 
Verdiinnen 1,0 0,5 2: 0,1 





0’ 4’ 40’ 5’ 16” 4’ 26” 4’ 50” 
10’ 4’ 25” 5’ 45’’ 4’ 10” 5’ 05” 
20’ 4’ 30” 5’ 40” 4’ 06” 5’ 30” 
30’ 4’ 40” 5’ 40” 4’ 05” 7’ 10” 
40’ 4’ 26” 5’ 30” 4’ 30” 6’ 00” 
60’ 4’ 30” 5’ 25” 5’ 10” 6’ 10” 

180’ 4’ 30” 5’ 05” 4’ 55” 6 00” 
24h 5’ 05” 6’ 50”’ 


Aus Tabelle VII kann man entnehmen, daB man gut tut, nach 
Dam und Glavind hergestellte Hirnthrombokinaselésungen. wenn sie 
aufgetaut und zur Prothrombinzeitbestimmung verdiinnt sind, in Eis 
aufzubewahren, wenn man sie linger als eine halbe Stunde stets wirkungs- 
konstant ben6tigt. 

Man kann auch mit Alkohol und Aceton getrocknete Lunge als 
Ausgangsprodukt fiir die Bereitung von Kochthrombokinase benutzen. 
Aus 100g Frischlunge erhilt man etwa 20g Trockenlunge, die bei 
LuftabschluB monatelang haltbar als Thrombokinasequelle dienen 


Tabelle VIII. Bestandigkeit von gereinigter und ungereinigter 
Lungenkochthrombokinase bei Luft- und Sauerstoffdurchleitung. 





Dauer Gerinnungszeit eines mit Ca** versetzten Mg5 0,- 
Art der || der Durch- Plasmas bei Zugabe von ccm Lsg. 
Thrombokinase Durch- geleitet ae 
leitung 1,0 0,5 | 0,25 0,1 





Gereinigte Lungen- | Sauer- 2’ 30” 3” 00” 4’ 00” 
throm bokinase E stoff 3’ 4 007 4’30” | 6’ 50” 
3’ 05” 4’ 10” 6’00” | 730” 
- 60 > 60’ > 60’ > 60’ 


Luft 5’ 45” 6’ 45” 9’ 20” 


Ungereinigte Sauer- 2’ 00” 2° 30” 3’ 50” 

Lungenkoch- stoff 2’ 00” 2’ 30” 3 56” 

thrombokinase 3’ 00” 4’ 10” 5’ 30” 
2°50” | 2°50” | 8°20” 

3’ 05” 4’ 00” 5’ 45” 

Luft 4’ 00” 4’ 50” 6’ 10” 

40” 


Gereinigte Lungen- Luft 3’ 45” 4’ 25” 5’ 
kochthrombokinase i - > 15’ > 15’ -15 
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kann. Es ist zu bemerken, daB man Lunge besser mit saurem Aceton 
trocknet im Gegensatz zu Gehirn, das mit neutralem Aceton getrocknet 
wirksamere Extrakte liefert. 


Aus Tabelle VIII ist zu entnehmen, daB gereinigte Lungenthrombo- 
kinase gegen Sauerstoff labil ist. Auffallend ist die relativ gréBere 
Bestiindigkeit der ungereinigten Extrakte, die allerdings auch eine 
héhere Thrombokinaseausgangsaktivitit zeigten. Die stirker destruk- 
tive Wirkung von Luft ist wohl durch die Stiirke des Luftstroms und 
damit die gréBere Sauerstoffmenge, die in der Zeiteinheit mit der 
Thrombokinase in Beriihrung kam, zuriickzufiihren. 


Tabelle IX. Thrombokinase ausschaltende Wirkung von Saponin 
(Merck), 





Menge an zugesetzter . aie 
Zugesetzte Menge gereinigter Lungen- Gerinnungszeiten eines mit Ca*’ versetzten 
an Saponin kochthrombokinase | %8S04-Plasmas bei Zusatz der vorgenannten 
. Mischung von Saponin und Thrombokinase 
™m 


81’ 
4’ 05” 
267 
40’ 
> 45’ 
45’ 
31’ 
1 on” 
6’ 10” 
6’ 20” 
8’ 30” 
15’ 25” 
10,0 UR: 36’ 00” 


Tabelle X. Ultrafiltration von gereinigten und ungereinigten Rinder- 
lungenkochthrombokinaseextrakten. 





Gerinnungszeiten eines recalcifizierten 
Art der Mg S$ 0,-Plasmas in Min. bei Zugabe von 


Art der Thrombokinase Filtration ecm Thrombokinaselisung 





1,0 0,5 0,25 0,1 


Ungereinigte Rinderlungen- | | keine 2°10" | 226" |: 2°60" |. 4°00" 


kochthrombokinase || Seitz-Filter >45 | >45’ | >46’ | > 46’ 
Mit Bariumsulfat gereinigte {| _ keine 3°40” 400" 4°40" 6’ 40” 
Lungenthrombokinase | | Seitz-Filter 820” 9/00" 9/20” 10’ 
| keine 2°05” 2715" 2740" = 250” 
|Berkefeld-Filter 6°50 7/10” 9,30 11’ 


Ungereinigte Rinderlungen- | 
kochthrombokinase 


Ungereinigte Kaninchen- | keine 3°00" | 3°30” | 4°20” | 5°20” 


| 
lungenkochthrombokinase | Berkefeld-Filter 8’00” | 8’25” | 9°40” | 12°20” 
Mit Bariumsulfat gereinigte | keine 4°10" | 5°05" = 640" 7 10’ : 
Lungenthrombokinase || Berkefeld-Filter 5°40” 6°50” | 730”  11’20 
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Saponin (Merck) schaltet in geeigneter Dosierung die Thrombo- 
kinasewirksamkeit aus, wohl durch Verbindung mit deren Lipoidanteil. 
Thrombin und Fibrinogen werden durch Saponin Merck in den in 
Betracht kommenden Mengen nicht beeinfluBt. Ein Magnesium- 
sulfatplasma gerinnt mit 2 mg Standard-Thrombin in 3 Minuten, bei 
gleichzeitigem Zusatz von 10 mg Saponin in genau derselben Zeit. 

Die Gerinnungszeit des angewandtén MgSQ,-Plasmas ohne 
Thrombokinasezugabe nach Recalcifizierung betrug 36 Minuten. 

Aus Tabelle X ist ersichtlich, da gereinigte Thrombokinase- 
lésungen mit Teilverlusten durch Seitz- und Berkefeld-Filter filtriert 
werden kénnen. Ungereinigte Kochextrakte verlieren durch Seitz- 
Filterung véllig ihre Wirksamkeit. 


Tabelle XI. Relative Artspezifitat gerinnungsaktiver Substanzen, 
(Substrat: Hiihneroxalatplasma.) 
A. 





Gerinnungszeit von 2 ccm 
Hiihneroxalatplasma nach 
cem Recalcifizierung 


r 


Art der Thrombokinase Zugesetzte Menge 


0 - 100’ 
3’ 20” 
Hiihnerhirnkochextrakt, ungereinigt. . at ta 
()’ 50” 
. 23’ 10” 
Rinderlungenkochextrakt 2° 05" 
Races 38” 
Kaninchenhirnkochextrakt : o/ 95” 


‘ Ne 45’ 
Menschlicher Speichel ; 14’ 10” 





Gerinnungszeiten eines 
Mg S0,-Plasmas (Rind) 
ecm nach Ca‘*-Zugabe 


Art der Thrombokinase Zugesetzte Menge 


Hiihnerhirnkochextrakt, ungereinigt. . 


Rinderlungenkochextrakt 


Menschlicher Speichel 
9 00” 
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Hiihnergewebsthrombokinase wirkt auf arteigenes Plasma am 
stiirksten. Auf artfremdes Plasma ist ihre Wirksamkeit wesentlich 
geringer. Umgekehrt verhalten sich die Siugetiergewebsthrombo- 
kinasen gegeniiber Hiihnerplasma. Die Reihenfolge ihrer Aktivitit 
spiegelt sich aber auch bei der Verwendung von artfremdem Plasma 
als Substrat wieder. Die relative Artspezifitaét der Thrombokinasen hat 
vielleicht ihre Ursache in ihrer verschiedenen EiweiBkomponente. 


Tabelle XII. Individuelles Optimum der Aktivitat verschiedener 
Gewebsthrombokinasen. 





Gerinnungszeiten eines Rinder-Mg $8 0,-Plasmas 
nach Ca’*-Zugabe bei Zusatz von ccm Thrombo- 
Art der Thrombokinase f kinaseldsung 


GréBte 





01 | 10 | 20 | 40 


| Gerinnungs- 
|| beschleunigung 


1. Rinderhirnkochextrakt | 2’30" | — — | 140” | 1’40’ | 1°40” | 1’40” 
2. Rinderhirnkochextrakt | 2’05” | 1’35” 1/20” 1720” | 1’05”| 115” 1°05” 
1. Rinderlungenkoch- 
extvakt .6.......5.. 300” | 2’45” | 200” | 2°00” | 1°20” | 1720” | 1°20” 

2. Rinderlungenkoch- i | 
extrakt...........%. } 2°00" | 1740” | 1715” 100” | 120”) 120” || 1’00” 
3. Rinderlungenkoch- | ] 
extrakt | 17467 | — -- 1’05” 0°50”) 1°00” || 0°50” 
Stierhoden, gekocht .... || 5’30° = — — | 2°40” | 2°30”) >13’ | 2°30” 
Kalbshoden, gekocht .... || 2°50” | — | — | 2/10” | 2’20’| 2°30” || 2710” 
Meerschweinchenleber, i 
kalt extrahiert >36’| — - | 8°30” | 8°20”) 8’30” || 8’20” 

Meerschweinchenmuskel, | i 

kalt extrahiert 10’ | 10’ 10’ | 10° | 10’ 

Kaninchenniere, gekocht . || 5’ 2°40” | 2°15” | 2°20” || 216” 
Kaninchenhirn, gekocht . | 2°45” | - 1°35” | 1°10” | 100” || 100” 
Kaninchenlunge, gekocht. || 1°50” | - | 1°05” | 0’50’; 0°50” || 0’50” 
Kaninchenleber, gekocht . || 9°20 5°20” | 5°25” | 4°10” || 4°10” 
Kaninchenmilz, gekocht.. | 7°30’ 4’30” | 3°40” 2°40” || 2°40” 
Kaninchenmuskel, gekocht || 6°10” | — — | 8/00” | 2°46” | 2°30” || 2’30” 
Kaninchennebenniere ... || 4°10” | 1°46” | 1°30” | 1°30” || 1’30” 








Aus der Tabelle XII ersieht man, daB die verschiedenen Gewebs- 
thrombokinasen bei einer bestimmten Dosis ihre nicht mehr itibersteig- 
bare optimale Gerinnungsbeschleunigung erzielen. Diese liegt im allge- 
meinen sowohl bei der Konzentration arteigener als auch artfremder 
Thrombokinase mit Plasma im Verhialtnis 1:1. Dieses Verhaltnis wird 
ja auch bei der Prothrombinzeitbestimmung nach Quick zur Erreichung 
der schnellsten Gerinnungszeit benutzt. Bei einzelnen Thrombokinasen 
1aBt sich im artfremden Siugetierplasma im Verhiltnis 2: 1 Thrombo- 
kinase zu Plasma noch eine minimale weitere Gerinnungsbeschleunigung 
erzielen. Das individuelle Optimum der Thrombokinase ist wohl teils 
durch begleitende, hemmende Substanzen, teils durch die relative Art- 


ON Sr or Or Oro oN or 
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spezifitit bedingt. Zuweilen liBt sich durch eine artfremde Trombo- 
kinase, z. B. Kaninchenhirn, eine gréBere Gerinnungsbeschleunigung 
erzielen als durch eine arteigene, z. B. durch Rinderhirn, bei der Ver- 
wendung von Rinderplasma als Substrat. AuBerdem geht aus diesen 
Versuchen hervor, daB8 erst ein sehr hoher Thrombokinaseiiberschu 
schnellste Gerinnung garantiert, was fiir die Frage einer lokalen himo- 
styptischen Thrombokinasetherapie bei manchen Blutgerinnungs- 
stérungen beachtenswert erscheint. 


Tabelle XIII. Beeinflussung von Thrombokinase durch Cystein und 
Blausaure. 





Gerinnungszeit eines mit 

Akti- Ca” versetzten MgS0,- 

i vierungs- Plasmas bei Zusatz von 
Mischung zeit ecm Mischung 





0,1 0,5 


5cem Thrombokinase - ‘em Cysteinlésung 30° 3’ 40” 1’ 55” 
5 Thrombokinase Wasser 30° S10" 1’ 50” 
6 Thrombokinase — ! Cysteinlésung 40’ 5’ 40” 3’ 40” 
Thrombokinase — { Wasser 40’ 6’ 50” 3’ 40” 
Thrombokinase HCN-Lésung 50’ 3’ 30” 1’ 30” 
Thrombokinase — Wasser 50’ 8’ 30” 1°30” 
Thrombokinase — 0,5 ,, HCN-Lésung 60’ 3’ 20” 1’ 45” 
Thrombokinase 5 ,, Wasser 60’ 3’ 10” 1’ 45” 
Thrombokinase — , HCN-Lésung 70’ 4’ 25” 1’ 25” 


5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 


Bei den gewiahlten Versuchsbedingungen beeinfluBten Cystein und 
HCN die Thrombokinasewirksamkeit nicht deutlich. Die HCN- 
Lésung war n/2, die Cysteinlésung enthielt 3 mg/ccm. 


Tabelle XIV. Reaktivierbarkeit von sauerstoffgeschadigtem, 
gereinigtem Rinderlungenkochextrakt. 











| Menge der Gerinnungszeiten eines 
Art der Thrombokinase Thrombokinase recalcifizierten Rinder- 
ecm oxalatplasmas 


0 0 125” 
Gereinigte Lungenthrombokinase | 55” 
Sauerstoffgeschadigte gereinigte Lungen- | 
thrombokinase | 
Desgleichen — 3 mg Glutathion/ccm, | 
60 Minuten aktiviert ! 112” 
Desgleichen — 3 mg Cystein/ccm, a 
60 Minuten aktiviert ............. H 0,5 109” 


105” 


Sauerstoffgeschidigte Thrombokinase wird unter der Einwirkung 
von Cystein und Glutathion nicht reaktiviert. 
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Tabelle XV. Superadditiver Synergismus der Thrombokinasen. 


A. 





Angewandte 


Art der Thrombokinase Menge 


ecm 


1,0 
0,5 
1,0 
0,5 


Hirn, ungereinigt 


Lunge, ungereinigt 


Lunge und Hirn gemischt 0,5 


Mischungs- 
verhaltnis 


Gerinnungszeit 
eines mit Ca” 
versetzten Mg S 0,- 
Rinderplasmas 


4’ 

4’ 30” 
4’ 15” 
5’ 20’ 
4’ 

4’ 05” 
4’ 05” 
4’ 05” 
4’ 05” 





Art der Thrombokinase Angewandte Menge 


PMMRD 5 fick ect 03 J gas Svea ele i 
2. Rinderlunge i 
3. Mischung von 1 und 2 im Verhaltnis | 

Ly 2 
. Stierhoden 
. Rinderhirn 
. Mischung von.4 und 5 im Verhiltnis | 

1 Ge 
. Stierhoden 
. Kalbslunge 
. Mischung von 7-und 8 im Verhiltnis 
1:1 
10. Rinderhirn | 
Ne OAS Ce ee eee 
12. Mischung von 10 und 11 im Verhilt- 


13. Kaninchenlunge 
14. Kaninchenhirn 
15. Mischung von 13 und 14 im Verhailt- 


16. Rinderlunge 
17. Schweinehirn 
18. Mischung von 16 und 17 im Verhilt- | 


19. Hithnerhirn 
20. Kaninchenhirn.................... | 
21. Mischung von 19 und 20 im Verhalt- | 


22. Kaninchenhirn | 
23. Kaninchenlunge ...............+++5 | 
24, Mischung von 22 und 23 im Verhalt- | 


Gerinnungszeit eines { 
mit Ca‘ versetzten 
Mg S 0,-Rinderplasmas 


3° 25” 
2’ 00” 
1’ 35” 
3’ 25” 
i 50” 
+" 36” 
3° 25” 
1’ 15” 
1’ 00” 
= 50” 
1’ 15” 
0’ 55” 
5’ 50” 
7 05” 
5’ 30” 
y id 00” 
5’ 00” 
5’ 15” 
10’ 30” 
8’ 30” 
9 30” 
2’ 25” 
2" 15” 


2” 20” 
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Bei einem Teil der Kombinationen ]aBt sich ein superadditiver 
Synergismus der gerinnungsaktiven Gewebsthrombokinasen feststellen. 


Tabelle XVI. Thromboplastische Wirkung von Erythrocyten bei 
Zusatz zu einem Oxaiatkaninchenplasma. 





Gerinnungszeiten eines 
Art des Zusatzes recalcifizierten Kaninchen- 
Oxalatplasmas 


3’ 26” 
Or Oi UR GONG oi 5c ekg kc ad ocdvaceedss deems 
0,2 ,, Glasstaubsuspension (1 mg/cem) in Wasser 
0,2 ,, physiologische Kochsalzlésung 
0,2 ,, Tierkohleaufschwemmung 1 mg/ccm Wasser 
0,2. ,,  Erythrocyten in physiol. Kochsalzlésung. . . 


Tabelle XVI zeigt, daB gewaschene, von Thrombocyten und Leuko- 
cyten befreite Erythrocytenaufschwemmung wie Glasstaub und Tier- 
kohle wirkt. Die aktivierende Wirkung ist aber auBerst gering. 


Tabelle XVII. Umwandlung von Prothrombin in Thrombin durch 
Leukocytentrypsin in Abwesenheit von Calciumionen. 





Gerinnungszeit eines Bordet Pferdefibrinogens bei Zusatz von je 1 cem 


Aktivierungs- folgender Ansitze 


zeit 


ee atl III IV 
| 
> 3h 5’ 35’ > 3h 40’ 45’ 
> 3h 2’ 40” 24’ ae ae 30’ 41’ 
>3h 1’ 30” 16’ 35’ 14’ 38’ 
> 3h 55’” 18’ 30” 29’ } 30’ 23’ 
. 4cem Prothrombinlésung + 2 cem dest. Wasser. 


Prothrombinlésung + 1 cem Calciumlésung (3,6 mg/ecm) + 1 ccm 
dest. Wasser. 

Prothrombinlésung + 1 cem Leukocytenlésung (Leukocyten in dest. 
Wasser zerstért) + 1 ccm dest. Wasser. 

Prothrombinlésung + 1 ccm Leukocytenlésung + 50mg Natrium- 
citrat in 1 cem dest. Wasser. 

Prothrombinlésung + 0,5ccm Leukocytenlésung + 1,5 ccm dest. 
Wasser. 

Prothrombinlésung + 0,5 cem Leukocytenlisung + 25 mg Citrat in 
1,5 ccm dest. Wasser. 


Aktivierung geschah im Thermostaten bei 37°. Verwandt 
wurden Pferdefibrinogen und Rinderprothrombin. Die Leukocyten- 
lésung wurde aus Menschenblut gewonnen. Die aus 20 ccm Blut her- 
gestellten Leukocyten wurden in 8ccm dest. Wasser verrieben als 
Lésung verwendet. 

Tabelle XVII zeigt, daB das Leukocytentrypsin langsam auch bei 
Anwesenheit eines Uberschusses von Citrat Prothrombin zu Thrombin 
aktiviert, genau so wie dies bei Pankreastrypsin der Fall ist. Bei 





ish seiectehe ab ebinianaiebenasandesiainsidasinantamnnantastasemaden eatinact coe ne 
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einer lingeren Einwirkung der Leukocytenproteinase auf Prothrombin 
erfolgt wieder ein Riickgang der Thrombinaktivitét der Mischung an 
scheinend durch Proteolyse des Thrombins. Neben dem Trypsin ent- 
halten die Leukocyten natiirlich wie die anderen Kérperzellen noch ge- 
rinnungsaktive Substanzen, die zu ihrer Wirkung Calcium bendtigen, 
also Thrombokinase im engeren Sinne. Die Wirkung der Leukocyten- 
proteasen ist im paraffinierten und nicht paraffinierten Glas ohne 
deutliche Differenz. Die Wirkung der fertig gebildeten Leukocyten- 
thrombokinasen ist also nicht kontaktbediirftig. 


In einer Thrombocytenlésung, wie sie sich z. B. aus Rinderplasma 
gewinnen lat, kann man keine Prothrombin umwandelnde Protease 
nachweisen. Prothrombin wird von entkalkter Thrombocytenlésung 
nicht schneller in Thrombin umgewandelt, als es der mehrfach beob- 
achteten langsamen Eigenaktivierung des Prothrombins (wohl durch 
Verunreinigung mit Plasmatrypsin) entspricht. Dagegen kommt es 
bei Zusatz von Calciumion zu Thrombocytenlésungen haufig zu einer 
geringen Thrombinbildung, so daB diese Lésung dann etwas Thrombin 
und Thrombokinase zusammen enthalt. Setzt man einen thrombo- 
kinatischen Gewebsextrakt zu einer etwas Prothrombin enthaltenden 
Thrombocytenlésung hinzu, so kann bei dem Calciumgehalt der Gewebs- 
extrakte ein superadditiver Synergismus der Thrombokinasen im Sinne 


der Tabelle XV vorgetiuscht werden. Z. B. bringt 1 ccm einer milchigen 
Thrombocytensuspension Rindermagnesiumsulfatplasma, das nach Ca- 
Zusatz in 65 Minuten gerinnt, in 13 Minuten zur Gerinnung. Eine 
verdiinnte Rinderthrombokinaselésung bringt in derselben Dosis 
dasselbe Plasma in 6 Minuten zur Gerinnung. Eine Mischung der 
beiden Thrombokinaselésungen zu gleichen Teilen fiihrt die Gerinnung 


Tabelle XVIII. Aktivitat der Thrombokinase, 
hergestellt aus Rinderserum. 





| Gerinnungszeit 
Zugesetzte Thrombokinase | eines Rinder- 
Oxalatplasmas 


0,1 cem Rinderlungenkochextrakt 
1mg Rinderserumthrombokinase 





des 
aue 
tion 
entl 
dem 
Mer 
tion 
eine 
rinn 
Thr 


plas 
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desselben Plasmas in 2’ 30’ herbei. 1 cem der Mischung bringt aber 
auch eine prothrombinfreie Fibrinogenlésung in 29 Minuten zur Koagula- 
tion. Es hat sich also etwas Thrombin gebildet. Thrombocytenlésungen 
enthalten etwas Prothrombin, wahrscheinlich durch Adsorption aus 
dem Plasma. Denn die einzelnen Priparate enthalten recht variable 
Mengen Prothrombin, was sich besser durch verschieden starke Adsorp- 
tion als durch Differenzen im Prothrombingehalt erkliren liBt. Mit 
einem Standardthrombin zeigen Thrombocytenlésungen keine Ge- 
rinnung. Sie sind also fibrinogenfrei. In paraffinierten GefaiBen wirkt 
Thrombocytenthrombokinase praktisch ebenso gut auf ein Oxalat- 
plasma als im gewoéhnlichen Glas. 

Die Serumthrombokinase wurde nach Widenbauer und Reichel 
(l.¢.) hergestellt. Die Thrombokinase wurde einer Prothrombin-Ca- 


Tabelle XIX. Thrombokinasewirksamkeit von Frauenmilch. 





Gerinnungszeit eines 
Menge mit Ca” versetzten 
ecm Rinder-Mg S 0,-Plasmas 


Art der Milch 


L 1’ 40” 

A , 0,1 UH” 

Frauenmilch I 0.01 9 05” 
0,001 10’ 00” 

1 0’ 30” 

p , 0,1 1’ 35” 

Frauenmilch II 0,01 3° 40” 
0,001 5’ 40” 


1,0 6’ 10” 

, wes 0,5 4’ 20” 
Frauenmilch III vor dem Stillen .... 195 4 10” 
0,1 5’ 35” 


1,0 4’ 40”’ 
a 3 wer 0,5 3’ 00” 
Frauenmilch III nach dem Stillen .. 0,25 3° 00” 
0,1 3’ 40” 
1,0 Ie’ 
Frauenmilch IV vor dem Stillen .... o.5 ‘ I ws 
0,25 1’ 55 
0,1 2’ 20” 


1,0 2’ 10” 
. - ie 0,5 1’ 30” 
Frauenmilch IV nach dem Stillen ... 2. 0,25 1’ 40” 


0,1 2’ 00” 


Frauenmilch III, Atherextrakt 1,0 # 00" 
extrahiert 0,5 16°30 

0,25 16’ 40” 

0,1 24’ 20” 

Frauenmilch III, Riickstand nach ae 4 A 

Atherextraktion entathert 0°25 6’ ao 


0,1 7’ 45” 
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Mischung zugesetzt und 2 Stunden aktivieren gelassen. In den mit * 
bezeichneten Versuchen waren alle benutzten Gliser paraffiniert. 


Tabelle XVIII zeigt, daB die Serumthrombokinase, verglichen mit 
Gewebsthrombokinase, als schwach anzusehen ist. Merkliche Unter- 
schiede in der Gerinnungszeit, durch Paraffinierung der Gliser hervor- 
gerufen, traten nicht auf. Auch groBe Serumthrombokinasemengen 
erreichten den optimalen Aktivierungseffekt von Lungenthrombo- 
kinase nicht. 

Es kam Milch von Frauen zur Testung, die im 4. und 7. Monat der 
Lactation standen. Eine konstante Wirkungsdifferenz von Milch, die 
vor und nach dem Stillakt gewonnen war, wurde nicht gefunden. Die 
wirksame Substanz 148t sich mit Ather teilweise aus der Milch extra- 
hieren. 


Tabelle XX. Thrombokinasewirksamkeit verschiedener Milcharten 
und Kuhmilchprodukte. 





Gerinnungszeit eines mit Ca’ versetzten Rinder-Mg S 0,-Plasmas 

Art der Milch bzw. bei Zusatz von 
des Kuhmilchprodukts Sia E a aa ] 
1,0 0,5 0,25 0,1 0,05 | 0,025 





0,01 ecm 
Lésung 


Frauenmilch 0°40” 1°55”! 2°50”) 5’30’ | 


Schafmilch 17° 11’20” | 10’20” | 21’ 
Kuhmilch, frisch 
gemolken > 26’ | 24’ 15’ 11’20” 
Kuhmilch, 1 Tag alt 
ungekocht ...... 2 2% | 20380” | 12’30” | 12’ 15’30” | 17’30” 
Kuhmilch, 1 Tag alt 
2 Minuten gekocht : _ £2’ 17’30” — 17’40” 
Ziegenmilch | > 25’ | > 26’ | 17°00” | 15°10” 
EdelweiBtrocken- 
milch, 1 g/10 ccm 
dest. Wasser > 22 22’00” | 21’ a’ 21’30” | 26 
Kondensdosenmilch Bo fe O6" tS 20" + oy’ 
| 16730” | 16’ 24’00” : 
6°20” | 6°16”| 6'25| 6°10’ 
15’ 5” | 10°30" | 11° 
Butter TIT 17’ 6/20” | 6/10’ 
Buttermilch > 36’ | > | > 35’ | > 35’ 
Magermilch | > 86’ | > 86’ | > 86’ | > 35’ 








Eine Thrombinwirkung gegeniiber prothrombinfreiem Fibrinogen 
entfaltete keine Milchart. Die Angaben von Buruiana (l.c.) tiber 
Thrombin in der Milch beruhen vielleicht auf der Verwendung eines 
nicht geniigend prothrombinfreien Fibrinogens als Substrat. 


Tabelle XX macht ersichtlich, da8B nicht immer die gréBten Dosen 


Milch den optimalen Thrombokinaseeffekt erzielen. Dies haingt wohl 
mit dem Salzgehalt der Milch und den hemmend wirkenden Eiwei- 
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stoffen zusammen. Die Thrombokinasewirksamkeit der Milch ist 
deutlich an die Fettfraktion gebunden. 


Tabelle XXI. Vergleichende Testung der Thrombokinaseaktivitat 
von Lungen- und Strumakochextrakt. 





Gerinnungszeit eines 
Rinder-Mg 8S 0,-Plasmas nach 
Kalkzugabe und Zugabe von 
leem Thrombokinaselisung 


Art der verwendeten Thrombokinase 


Ungereinigter Rinderlungenkochextrakt I 1’ 00” 

Ungereinigter menschlicher Strumakochextrakt I 4’ 30” 

Ungereinigter Rinderlungenkochextrakt II 1’ 40” 

Ungereinigter menschlicher Strumakochextrakt II ... 3’ 40” 

Ungereinigter Rinderlungenkochextrakt 2’ 00” 

Ungereinigter menschlicher Strumakochextrakt III . . 2’ 50” 
> 45’ 


In allen von uns untersuchten Fallen war Kochextrakt aus Lunge 
wirksamer als solcher aus menschlicher Struma. 


Tabelle XXII. Wirkung intravendser Injektionen von gereinigten 
und ungereinigten Thrombokinaseextrakten beim Kaninchen. 








|| Injizierte Menge | iinischer Effekt 


Art der Thrombokinaselésung 
ecm 


Rinderlungenkochextrakt aus gealterter Lunge, °B 
gereinigt iiber Bariumsulfat : ey 


Rinderlungenkochextrakt aus gealterter Lunge, Spontan + 
nicht gereinigt Spontan + 
7 Spontan t+ 
Rinderlungenkochextrakt aus frischer Lunge, 
ungereinigt Leichter Kollaps, 
Erholung 
Stierhodenkochextrakt 10 o. B. 
Kaninchenkochextrakt aus frischer Lunge ... 10 o. B. 
Kaninchenmuskelkaltextrakt 10 o. B. 


Die Sektion der Tiere ergab, daB Thrombokinase aus gealterter 
Lunge mit Fiaulnistoxingehalt bei intravenéser Injektion erhéhte 
Thrombose- und Emboliemortalitit hervorruft gegeniiber Extrakten 
von derselben Thrombokinaseaktivitit und derselben Reinigungsstufe 
aus frischer Lunge ohne toxische EiweiBzerfallsprodukte. Reinigung 
eines solchen Thrombokinasekochextrakts aus gealterter Lunge ver- 
mindert die Toxizitit betrachtlich, verhindert aber nicht kleine Em- 
bolien der Lunge, die bei Kaninchen kaum eine deutliche Beein- 
trichtigung des Befindens mit sich bringen brauchen. So geht auch 
aus diesen Versuchen hervor, daB bei Kreislaufschidigung aktive 
Thrombokinase, in die Blutbahn geraten, besonders gefahrlich ist. 
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Zusammenfassung. 


1. Die Darstellung hochgereinigter Gewebsthrombokinasepriparate 
wird beschrieben. Uber die Eigenschaften dieser Priparate wird be- 
richtet. 

2. Die Prothrombinaktivierung unter physiologischen Bedingungen 
erfolgt hauptsichlich durch Eiwei8-Lipoidsymplexe. Wir sind nach 
wie vor der Ansicht, daB diese Thrombinbildung durch Eiweib-Lipoid- 
symplexe auf der adsorptiven Enthemmung des Thrombins beruht. 

3. Die intravenése Injektion, auch von hochgereinigten, nicht 
kontaktbediirftigen Thrombokinasen, kann zu Schidigungen fiihren. 

4. Die Thrombokinasen der verschiedenen Tierarten zeigen relative 
Artspezifitiit. : 

5. Cystein und Blausiure beeinflussen die Wirksamkeit der Gewebs- 
thrombokinase nicht deutbar. Cystein und Glutathion vermégen 
sauerstoffgeschiidigte Thrombokinase nicht zu reaktivieren. 

6. Gewebsthrombokinasen aus verschiedenem Ausgangsmaterial 
zeigen in manchen Fiillen ihrer Kombination superadditive Aktivitit. 

7. Die verschiedenen Gewebsthrombokinasen haben eine indi- 
viduelle, fiir sie charakteristische, optimale Aktivierungswirkung. 

8. Die geformten Blutelemente haben auch aus physikalischen 
Griinden — durch VergréBerung der Kontaktoberfliche — thrombo- 
plastische Wirkung. 

9. Die Thrombocyten enthalten kein proteolytisches Ferment, 
das in Abwesenheit von Calcium Prothrombin zu aktivieren vermag. 
Leukocyten jedoch enthalten ein solches Ferment. 

10. Aus Serum ]éBt sich nach den Angaben von Lenggenhager (I. c.) 
und Widenbauer und Reichel (1. c.) eine gerinnungsaktive Substanz her- 
stellen, die an Aktivitit Thrombokinase aus Lungengewebe nicht 
erreicht. 

11. Die Existenz einer im Plasma gelésten, gebundenen, vom extra- 
vasalen Blutzellzerfall unabhangigen Thrombokinase ist wahrscheinlich, 
aber noch nicht exakt bewiesen. 

12. Frauenmilch, alle untersuchten tierischen Milcharten und ver- 
schiedene Kuhmilchprodukte, sowie menschlicher Speichel sind ge- 
rinnungsaktiv. 

13. Die Verfahren, die Quick und Dam und Glavind zur Herstellung 
von Thrombokinasekonserven angegeben haben, sind gut brauchbar. 


Frau Helga Graeber und Fr]. LZ. Bassermann danken wir fiir ihre wert- 
volle experimentelle Mitarbeit. 





(ber den Reaktionsmechanismus der Hemmung 
der Blutgerinnung durch einige seltene Erden 
und dureh Heparin. 

II. Mitteilung *: 

Uber die Beeinflussung der Prothrombinaktivierung durch Trypsin. 

Von 
H. Dyckerhoff und I. Torres. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Reichsuniversitét StraBburg.) 


(Eingegangen am 8. Mai 1943.) 


In einer friiheren Arbeit! haben wir uns mit der ,,Entstehung des 
aktiven Thrombins“, also mit der ersten Phase der Blutgerinnung 
beschaftigt. 

Wir kamen zu dem Schlu8B, daB die Thrombinbildung auf zwei 
Wegen denkbar ist, und zwar 1. durch ,,adsorptive Aktivierung’ des 
Prothrombins und 2. durch proteolytische Aktivierung des Prothrombins. 


Das folgende Schema soll unsere Ansicht niiher erliutern: 


Thrombin + aero 
: [ Er aa, Calcium 


Thrombokfnase 
= Thrombin + Calcium | 
: Hemmungskérper 


Thrombin 

2.  Hemnuogs| + Protease = Thrombin + abgebauter Hem mungskérper. 
kérper 
° 

Diese Theorie setzt die Auffassung voraus, daB8 das Prothrombin 
als ,,Thrombin-Hemmungskérper“-Komplex anzusehen ist. 

Wir vertreten diese Auffassung seit 6 Jahren. 

Die ,,adsorptive Aktivierung“ gelingt nur in Gegenwart von 
Ca-Ionen, die proteolytische Aktivierung auch in weitgehend calcium- 
freiem Milieu. 

Die Frage, ob man die ,,adsorptive Aktivierung® nicht auch als 
Proteolyse aufzufassen hat, wird solange unentschieden bleiben miissen, 
bis der Nachweis proteolytischer Aktivitit in den ,,Gewebsthrombo- 
kinasen“ gelingt. 

Es sprechen allerdings viele Griinde dafiir, daB die ,,adsorptive 
Aktivierung*‘ kein proteolytischer ProzeB ist'. 


* I. Mitteilung: diese Zeitschr. 315, 124, 1943. — ' H. Dyckerhojf u. 
R. Marz, diese Zeitschr. 313, 107, 1942. 
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Kin direkter Nachweis der zur Prothrombinaktivierung nétigen 
Proteasemenge ist iiuBerst schwierig, da Prothrombin durch so kleine 
Mengen Trypsin aktiviert wird, daB die gebriuchlichen Bestimmungs- 
methoden erst auf ein Vielfaches dieser Menge ansprechen. 


Wir haben, da ein direkter Nachweis der proteolytischen Aktivitit 
von Gewebsthrombokinasen aus diesen Griinden schwer méglich 
erscheint, versucht, aus dem Verhalten von Hemmungskérpern in der 
ersten Blutgerinnungsphase Anhaltspunkte zur Beantwortung der 
Frage zu gewinnen: Ist ,,adsorptive’ und ,,proteolytische“ Prothrombin- 
aktivierung der gleiche ProzeB ? 

In einer friiheren Arbeit haben wir nun den Reaktionsmechanismus 
der Hemmung der Blutgerinnung durch einige seltene Erden und durch 
Heparin! untersucht, und haben, in Bestitigung der Untersuchungen 
anderer Autoren? feststellen kénnen, daB Heparin im Gerinnungssystem 
Prothrombin (gereinigt) + Thrombokinase (gereinigt) + Plasma als 
Antithrombin, die seltenen Erden jedoch als Antiprothrombin wirken. 

Wir haben in der genannten Arbeit nur ,,Gewebsthrombokinase 
aus Lunge“ als Prothrombinaktivator verwendet, also nur die ,,adsorp- 
tive’ Prothrombinaktivierung untersucht. 


In der vorliegenden Studie haben wir den Hemmungsmechanismus 
der gleichen Substanzen untersucht, wenn man Trypsin zur Prothrombin- 


aktivierung verwendet. 

Sowohl auf ,,adsorptivem“ wie auf ,,proteolytischem‘‘ Wege wird 
aus Prothrombin das gleiche Gerinnungsferment Thrombin entstehen. 
Da das Heparin als Antithrombin nur die zweite Gerinnungsphase 
hemmt, also die ,,eigentliche Gerinnung‘‘, und da diese Phase als unab- 
hangig von der Art der Prothrombinaktivierung angesehen werden mu8, 
war zu erwarten, da Heparin in beiden Systemen gleichartig wirkt. 
Wir konnten diese Ansicht experimentell bestitigen. Heparin hemmt 
auch im System Prothrombin-Trypsinplasma nur die zweite Gerinnungs- 
phase, was daraus hervorgeht, da8 es fiir den Hemmungseffekt ganz 
gleichgiiltig ist, ob man das Heparin der ersten oder der zweiten Ge- 
rinnungsphase zusetzt. 

Die seltenen Erden jedoch hemmen schon in kleinen Mengen die 
Prothrombinaktivierung mit Gewebsthrombokinase. Die Aktivierung 
des Prothrombins durch Trypsin wird durch seltene Erden nicht beein- 
fluBt. Erst Konzentrationen, die sicher eiweiBfallend wirken, beein- 
flussen den Gerinnungsablauf bei Anwendung der proteolytischen 


1 H. Dyckerhoff u. O. Griinewald, diese Zeitschr. 315, 124, 1943. — 
* #. Vincke, Zeitschr. f. physiol. Chem. 272, 65, 1941; E. Vincke u. Schmidt. 
ebenda 273, 39, 1942. 





". 


Hemmung der Blutgerinnung durch seltene Erden und Heparin. II. 33 


Aktivierung. Dieser Effekt ist nicht tiberraschend, denn die Trypsin- 
wirkung wird durch seltene Erden nicht beeinfluBt. 


Wir fassen im folgenden die Griinde zusammen, die gegen die 
proteolytische Natur der Aktivierung des Prothrombins durch Gewebs- 


thrombokinasen sprechen. 

1. Man kann hochaktive Gewebsthrombokinasen kurze Zeit unter 
Erhaltung ihrer thrombokinatischen Aktivitit kochen. Es ist unwahr- 
scheinlich, daB proteolytische Fermente diesen ProzeB iiberstehen. 

2. Auch fettlésliche Substanzen sind thrombokinatisch wirksam. 
Es ist unwahrscheinlich, daB Organextrakte mit organischen Lésungs- 
mitteln proteolytische Fermente enthalten. 

3. Die Aktivierung des Prothrombins mit Gewebsthrombokinasen 
erfordert die Anwesenheit von Calciumionen, die proteolytische Akti- 
vierung des Proferments geht auch in Abwesenheit von Calciumionen 
vor sich. 

4. Die seltenen Erden hemmen die ,,adsorptive Prothrombin- 
aktivierung’’, lassen aber die proteolytische Prothrombinaktivierung 
unbeeinfluBt. 

Die Aktivierung des Prothrombins durch Thrombin ist noch vollig 
ungeklirt. Wir sind mit dieser Frage beschiftigt, wie auch mit der 
Untersuchung der zur Heparinhemmung nétigen Komplemente. 


Experimenteller Teil, 
A. Verwendete Lisungen und Préparate. 


. Prothrombin nach Seegers'. 

2. MgSO,-Plasma. 

. Oxalatplasma. 

. Adsorbierte Plasmen. 

Die Darstellung dieser Substanzen wurde in einer fritheren Arbeit? genau 
beschrieben. 

5. Neodymacetatlésung. (Sterile Ampullen, die 5ccm 10°, ige Neodymacetat- 
lésung enthalten, und die die Firma Lingner-Werke A.-G. unter dem Namen 
»,Parathrodym“ als Thromboseprophylaktikum herstellen.) 

. Praseodymacetatlésung. 

. Erbiumacetatlésung. 

. Samariumacetatlésung. 

Wir danken an dieser Stelle der Auer A.-G. in Berlin fiir die freundliche 
Uberlassung der seltenen Erdsalze. 

. Heparin. Wir verwendeten die Liqueminlésung von Hoffmann-La Roche, 
Berlin (4° ig), fiir deren Uberlassung wir bestens danken. Die einzelnen 
Ampullen waren in der Hemmungswirkung ungleich. Wir haben daher 
25 Ampullen vermischt. 


1 Seegers, Smith u. Brinkhous, J. of biol. Chem. 123, 751, 1938. 
* Dyckerhoff u. Marx, diese Zeitschr. 313, 107, 1942. 
Biochemische Zeitschrift Band 316. 
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B. Angewandte Methodik. We 


Die Feststellung der Thrombokinaseaktivitét, des Thrombingehalts und wel 


der Prothrombinaktivierung geschah in der gleichen Weise, wie wir das friihe: 

beschrieben haben'. Der Trypsingehalt des verwendeten Praparats wurde nach thr 
Willstdtter und Mitarbeitern bestimmt. Diese Methode wurde ebenfalls friihe: 
von uns genau beschrieben!. Das Trypsintrockenpraparat wurde durch Fallung 
eines wasserigen Extrakts aus getrockneten Pankreasdriisen mit Aceton und mu 
darauffolgendem Trocknen mit Aceton und dann mit Ather dargestellt. Dax sick 
Praparat enthielt 0,2 Trypsineinheiten nach Willstdtter® in mg. svs 


wit 


C. Versuchsergebnisse. ° Cal 
al 


Tabelle I. Hemmung der beiden Blutgerinnungsphasen durch Neo geri 
dymacetat, bei Zusatz von Calciumionen. was 





we Sst iinee pee aa om zur 
Versuch || Verwendetes ee Gerinnungszeit nach Zugabe von y Neodymion 

‘ zugegeben 1 
Nr. tne zu Phase | 9 2 a | 8 16 | 32 2 Tab 





Ps | eae : Pra 
| | I 32” 31” 33” 3 33” 34” 42” 
| MgSO, Il 34” 32” 34” 33” 34” Py kd 45” 
MgSO, | I 32” | 38” | 36” | 37” | 40” | 64” |1’ 20 3” 
adsorbiert | II 38” | 31” | 35” | 38” | 40” | 57” |1’ 46” 5’ 
|| Oxalat { I 31” | 32” | 38” | 39” | 38” | 35” | +46”) 61” 
|| adsorbiert | II 32” | 31” | 34” | 31” | 34” | 34” |. 48”| 564” 


Tabelle II. Hemmung der beiden Blutgerinnungsphasen durch Neo- 
dymacetat ohne Zusatz von Calciumionen. 





Versusti | Veewsasetes ports bs ng Gerinnungszeit nach Zugabe von y Neodymion 
a | , zugegeben : 
i — mPhase |} 0. | 2 | «4 | 8 | 16 | 82 | 6 | 128 





{ I 33” | 36” 34” 36” 38” 54” 64” 
| Mss0, |) a | 32” | 33” | 31” | 3a” | 82” | 84” 48”) 59” 


T : 
i 
|| 34” 


MgSO, {| I 36” | 87” | 36” | 37” | 49” 1" 1" 40% 3" 10” 
adsorbiert {| =I | 33” | 35” | 32” | 36” | 52” 1’ 203’ v 

) Oxalat {| I | 34” | 36” | 34” | 87” | 36”) 37”) 59” 58’ 

J adsorbiert || II || 36” | 32” | 33” | 32” | 34” | 38”) 562” 67” 

In den Tabellen I und II wurde die zur Bestimmungsprobe ver- 

wendete Prothrombinmenge so gewahlt, daB die Gerinnungszeit nach 

einer halben Stunde Aktivierung mit 0,01 mg Trypsin gegeniiber dem 

jeweiligen Gerinnungssubstrat etwa eine halbe Minute betrug. So 

konnten, trotz der verschiedenen Gerinnungsfihigkeit der Substrate, 

vergleichbare Zahlen gewonnen werden. Bei Neodymzusiitzen von 32 +» 


und mehr beobachteten wir, daB das Fibrin sich nicht in gewohnter die 


adso 


' H. Dyckerhoff u. R. Marx, diese Zeitschr. 313, 107, 1942. — ? R. Will al 


stdtier u. Mitarbeiter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 191, 1926. 
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Weise zusammenballen 148t. Diese Erscheinung trat auch in allen 
weiter unten beschriebenen Versuchen auf. 

Die Tabellen I und II zeigen, daB das Gerinnungssystem Pro- 
thrombin-Trypsinplasma von Neodymacetat nicht spezifisch gehemmt 
wird. Die kleinen Hemmungseffekte bei groBen Neodymmengen mui 
man wohl der proteinfillenden Wirkung der Erdionen zuschreiben, die 
sich im adsorbierten MgSQ,-Plasma, welches ein stabileres Protein- 
system enthilt wie die anderen Plasmen, schon am friihesten zeigt. 


Es sei darauf hingewiesen, da die aktivierende Wirkung des 
Caleciums in den Gerinnungssystemen mit MgSO 4-Plasma auBerst 
gering war. Beim Oxalatplasma war der Aktivierungseffekt gréBer, 
was wohl auf die Entfernung der an sich hemmenden Oxalationen 
zuriickzufiihren sein diirfte. 


Tabelle III. Hemmung der beiden Blutgerinnungsphasen durch 
Praseodym-, Samarium- und Erbiumacetat bei Zusatz von Calcium- 
ionen. 





Vermunh|| Verwendete Erdion Gerinnungszeit nach Zugabe von y Erdion 
Erde og ON NT EE ane 
Nr. zu Phase 2 | 4 8 16 32 64 





|| Praseo- I 31” | 29”.| 28” | 99” | 30” | 31” | 52” 
ij dym \j II | 83” | 30” | 80” | 30” | 32” | 34” 48” 
| . . af 32” 30” 33” 35” 32” 30” 49” 
| Samarium Il 34” i 33” 32” 36” 34” 32” 61” 
I H 31” 32” 34” 37” 32” 36” 49” 
Ir || 32” | 31” | 35” | 36” | 36” | 34” | 67” 


Tabelle IV. Hemmung der beiden Blutgerinnungsphasen durch 
Praseodym-, Samarium- und Erbiumacetat ohne Zusatz von 
Calciumionen. 





Venmehl  Verwendete Erdion Gerinnungszeit pach Zugabe von y Erdion 





Nr. ame i Phase 0 2 rl 8 | 16 | s2 | 6 | 
go”+ Ba" | 84" 1-35" | 36” | 88" | 47” 

II a” | 82" | 82") 8 | 36" | Si} O32” 

previa {| 1, | | 827 | 387 | 99” | ge | 57 | 
ere earararararare 


“~y 


‘ 
| 


Die Versuche der Tabellen III und IV sind vollkommen analog 
denen der Tabellen I und II durchgefiihrt. Als Substrat wurde nicht- 
adsorbiertes MgSQ,-Plasma verwendet. Wir haben mit den drei Erden 
auch Versuehe mit adsorbiertem MgSO ,-Plasma und mit adsorbiertem 


3* 
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Oxalatplasma als Substrat durchgefiihrt. Die Ergebnisse stimmen so 
vollstiindig mit den durch Neodymzusatz gewonnenen Zahlen iiberein 
daB wir von einer Angabe der Einzelergebnisse absehen kénnen. 

Alle untersuchten Erden verhalten sich also gegeniiber dem Systei 
Prothrombin-Trypsinplasma vollkommen gleichartig. 


Tabelle V. Hemmung der beiden Blutgerinnungsphasen durch 
Heparin mit Ca-Zusatz bei Verwendung von adsorbiertem Oxalat- 
plasma als Substrat. 





Versuch | Werwendetes wr ee Gerinnungszeit nach Zugabe von cmm Liquemin 
ea zugegeben |_ ; 
Nr. piss zu Phase 0 | 01 | 025] 05 | 10 | 20 30 





1 Oxalat I | 34” | 38” | 36” | 44” | B27” 11°44" 3" 
2 absorbiert II | 35” | 36” | 35” | 45” | 56” 1°60” 3’ 


Tabelle VI. Hemmung der beiden Blutgerinnungsphasen durch 
Heparin ohne Ca-Zusatz bei Verwendung von adsorbiertem Oxalat- 
plasma als Substrat. 





Versuch Verwendetes a Gerinnungszeit nach Zugabe von emm Liquemin 
teomel zugegeben 


Mr. zu Phase 0 | 0,1 | 0,25 | 0,5 1 2 3 





1 | Oxalat I 32” | 30” | 34” | 43” = 62” 11’ 383" 15” 
2 | adsorbiert II } 31” | 32” | 33” | 44” | 6B” 1’ 443’ 


Tabelle VII. Hemmung der beiden Blutgerinnungsphasen durch 
Heparin mit Ca-Zusatz bei Verwendung von adsorbiertem und nicht 
adsorbiertem MgSO,-Plasma als Substrat. 





Versuch Verwenaeies we 0 Gerinnungszeit nach Zugabe von cmm Liquemin 
; ge zugegeben ; - 
Nr. — au Phase 0 | ot | 0,15 | 02 | 025 03 | 0,8 





\ . | I 380” | 32” | 38” | 52” ig 10” 3’ 
| MgSO, IL 32” i" 40” 61” ty 05” Pd 30” 
MgSO, I 34” | 32” | 44” | 62” 
adsorbiert II 31” | 34” | 48” | 61” 
Tabelle VIII. Hemmung der beiden Blutgerinnungsphasen durch 
Heparin ohne Ca-Zusatz bei Verwendung von adsorbiertem und 
nicht adsorbiertem MgS0O,-Plasma als Substrat. 











Versuch ||’ Weewendétes Liqeenia Gerinnungszeit nach Zugabe von cmm Liquemin 


Plasma =a Phase 








o | o1 0,15 | 0.2 | 0,25 | 0-3 | 0,4 


| : ~] j Site OE 

| | | I 32” | 34” 11’ 20” 2” 40” 4’ ar > 10’ 
{ MgSO, ! Il 31” 36” 2 18” 3’ | 4’ 6’ > 10’ 
| MgS0, I 34” | 42” 174074’ > 10’ > 10/|> 10’ 
adsorbiert 35” 41’ 1 3574’ i> 10’ > 10’/> 10’ 





a 
et 
JI 
f 
2 
<3 
a 
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Hemmung der Blutgerinnung durch seltene Erden und Heparin. UU. 


Die Tabellen IV bis VIII zeigen, daB Heparin eine bedeutende 
Hemmungswirkung auszuiiben vermag, die bei den MgSO,-Plasmen 
viel stairker in Erscheinung tritt als beim Oxalatplasma. Die Versuchs- 
anordnung der Heparintabellen entspricht in allem den Neodym- 
versuchen. Die Tabellen zeigen, daB Heparin gleichmifig hemmt, ob 
es nun auf die gesamte Gerinnung wirkt, oder ob es erst zur zweiten 
Phase zugesetzt wird. 

Eine Untersuchung des Antagonismus Trypsin—seltene Erden oder 
Trypsin— Heparin ist auBerst schwierig, weil jede Verinderung der 
Trypsinmenge sowohl nach unten wie nach oben — durch Verdauung 
des Prothrombins — die Aktivierung wesentlich verschlechtert. 


Fraulein C. Sitfels danken wir fiir ihre wertvolle experimentelle Mitarbeit. 


Zusammenfassung. 
Die Untersuchung des Einflusses von Heparin und seltenen Erden 
auf das Gerinnungssystem 
Prothrombin— Trypsinplasma 
hat ergeben: 


1. Heparin beeinfluBt die erste Blutgerinnungsphase nicht. 
2. Heparin ist ein starkes Antithrombin. 
3. Die seltenen Erden hemmen, im Gegensatz zu ihrer Antiprothrombin- 


funktion bei der ,,Gewebsthrombokinaseaktivierung, das oben 
genannte Gerinnungssystem iiberhaupt nicht. 
Es gibt viele Griinde, die dafiir sprechen, da8 Prothrombin auf 
adsorptivem Wege durch Proteasen aktiviert wird und daB beide 
Aktivierungsformen verschiedener Natur sind. 





Die Relationen einwertiger Ionen im Harn und Blut. 
III. Mitteilung?: 
Die Bestimmung von Ammoniak im Harn, Blut und Gewebe. 
Von 
I. Ruzdi¢ und W. Hurka. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Graz.) 


(Eingegangen am 28, April 1943.) 


Zur Bestimmung von Kalium und Ammoniak im Harn sind 
Methoden ausgearbeitet worden, die den meisten Anforderungen ge- 
niigen. Will man jedoch Kalium im Harn allein bestimmen, so ergeben 
sich, namentlich bei der Fillung als Kaliumsilberkobaltnitrit, durch 
das Mitausfallen von Ammoniak Schwierigkeiten. Man muB das 
Ammoniak vorher entfernen. Dies ist eine umstindliche Operation. 
SchlieBlich sind immer wieder Bedenken geaiuBert worden — namentlich 
Krane und Weber? haben dies ausgesprochen —, daB die Ammoniak- 
bestimmung neben Harnstoff immer die Gefahr mit sich bringt, dal 
aus dem Harnstoff Ammoniak abgespalten und mitbestimmt wird. 
Fast alle Verfahren isolieren zunaichst das Ammoniak, beispielsweise 
durch Durchliiften der Lésung oder durch Destillieren im Vakuum bei 
niederer. Temperatur, und verringern durch Einhalten bestimmter Be- 
dingungen die Ammoniakabspaltung aus dem Harnstoff auf ein in den 
meisten Fillen zu vernachlissigendes Minimum. Zusammenfassende 
Darstellung bei K. Hinsberg und K. Lang? und L. Stanojevic4. Kran: 
und Weber haben einen wichtigen Fortschritt in der Bestimmung des 
Ammoniaks im Harn gebracht. Namentlich neben Verbindungen, die 
im alkalischen Milieu leicht Ammoniak abspalten, ist die Methode zu 
empfehlen. Die Verfasser isolieren das Ammoniak einmal in Form des 
Oxyquecksilber(II)-ammoniumjodids. Der Niederschlag kann nach 
entsprechender Behandlung entweder direkt mit Silbernitrat und 
Ammoniumthiocyanat bestimmt werden, oder aber das Ammoniak 
wird aus dem Niederschlag in Freiheit gesetzt, in einem Destillations- 
apparat iibergetrieben und dann acidimetrisch bestimmt. Die zweite 


1 [. Mitteilung: Diese Zeitschr. 313, 400, 1943; II. Mitteilung: Ebenda 
313, 416, 1943. — ? W. Krane u. J. Weber, Zeitschr. f. physiol. Chem. 165, 45, 
1927. — * K. Hiwsberg u. K. Lang, Medizinische Chemie, Berlin-Wien 1938. - 
4 L. Stanojevic, Die physiologische und klinische Bedeutung des Blutammoniaks, 
Dresden und Leipzig 1938. 
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Méglichkeit, von der die Verfasser Gebrauch machen, ist die Fillung 
als Ammoniumkobaltnitrit. Diese Fillung ist nach den Angaben der 
Verfasser bei Anwesenheit von Athanol quantitativ. Sie geben an, daB 
man mit dieser Methode Ammoniakmengen von 500 y und weniger be- 
stimmen kann. Wir haben das Verfahren nachgearbeitet und gefunden, 
da bei Ammoniakmengen, die unter 172y liegen, eine quantitative 
Bestimmung nicht mehr méglich ist. Die Léslichkeit des Niederschlags 
ist zu groB. Die Verfasser haben auch eine Ammoniakbestimmung im 
Blute angekiindigt, die wir aber in der Literatur nicht finden konnten. 
Das diirfte wohl darauf zuriickzufiihren sein, daB sich das Verfahren 
zur Bestimmung so kleiner Mengen Ammoniak, wie sie im Blute vor- 
kommen, nicht eignet. 

, Fir die Bestimmung des Blutammoniaks ist es nétig, noch kleinere 
Mengen Ammoniak zu erfassen. Auch hier liegen mehrere Verfahren 
vor, die in den erwihnten Zusammenfassungen zu finden sind. Alle Ver- 
fahren haben gemeinsam, daB die Methodik die Ammoniakabspaltung 
aus anderen Substanzen méglichst verhindert. Der Harnstoff ist dabei 
verhiltnismaBig leicht auszuschalten. Viel schwieriger ist es, andere 
labilere Verbindungen an der Ammoniakabspaltung zu verhindern. 

Es erschien uns daher wichtig, die von Krane und Weber verfolgte 
Ausfallung des Ammoniaks fiir die Bestimmung kleinerer Ammoniak- 
mengen zuginglich zu machen. Es galt eine Fallung zu finden, die 
unléslicher ist als die mit Natriumkobaltnitrit erhaltliche. 

Die von Breh und Gaebler! vorgeschlagene Fillung des Kaliums 
als Kaliumsilberkobaltnitrit haben wir fiir unsere Zwecke aufgegriffen, 
da das Kaliumsilberkobaltnitrit etwa viermal schwerer léslich ist als 
das Kaliumkobaltnitrit. Der erste Versuch, das Ammoniak durch 
direkte Fiallung mit diesem Reagens zu bestimmen, schlug fehl. Es 
konnten Ammoniakmengen in der GréBenordnung 172 y bis herab zu 5 y 
nicht quantitativ bestimmt werden. Erst als wir Kalium zusetzten, 
wurde die Fillung vollkommen und es gelang uns auf diese Weise, 
Ammoniakmengen bis herunter zu 3 y in einfacher Weise zu bestimmen. 
Wir geben hier lediglich das Prinzip, die Reagentien und Gerite, die 
fiir die Bestimmung erforderlich sind, und die Ausfiihrung der Methode 
an. Eine weitere Mitteilung erfolgt an anderer Stelle. 


Prinzip der Methode, 


Im stark verdiinnten Harn, bzw. Blut oder Gewebe wird mit 
Natriumkobaltnitrit bei Anwesenheit von Silbernitrat alles Kalium 
und Ammoniak in Form des Kalium-, bzw. Ammoniumsilberkobalt- 


1 Breh u. Gaebler, J. of biol. Chem. 87, 81, 1930, nach Med. Chemie, Berlin 
u. Wien 1938. 
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nitrits ausgefiillt. Der erhaltene Niederschlag wird in Kaliumperman 
ganat und Schwefelsiure bei moéglichst tiefer Temperatur (50°) auf- 
gelést. Nach beendeter Titration, die entweder mit n/100 Kalium- 
permanganat allein oder unter Zuhilfenahme von n/100 Oxalsiure 
durchgefiihrt werden kann, wird die Titrationsfliissigkeit in einen der 
iiblichen Apparate zur Destillation kleiner Ammoniakmengen gespiilt, 
alkalisch gemacht und dann das Ammoniak mit Wasserdampf iiber- 
getrieben. Im Destillat wird das Ammoniak nach Nessler kolorimetrisch 
bestimmt. Von dem Gesamtverbrauch an Kaliumpermanganat werden 
0,01 Milliaquivalente Ammoniak abgezogen und auf diese Weise das 
Kalium erhalten. 


Reagentien und Gerite, 


1. Kobaltnitritreagens. a) 60g Natriumnitrit p. A. in 90m] Wasser, 
b) 12,5 g Kobaltnitrit in 25 ml Wasser und 6 g Eisessig. Man versetzt die Gesamt- 
menge der eisgekiihlten Lésung b mit 105 ml der eisgekiihlten Lésung a und 
leitet dann unter Eiskiithlung Luft durch, bis alle nitrosen Gase entwichen sind. 
Die Lésung ist im Eisschrank aufbewahrt nur wenige Tage haltbar. 2. Silber- 
nitrat 5°,ig. 3. Athanol 96°. ig, als Zusatz zur Fallung. 4. Athanol 50° ig, als 
Waschfliissigkeit. 5. Kaliumpermanganatlésung n/100. 6. Oxalséure n/100. 
7. Schwefelsiure, etwa 2n. 8. Nesslers Reagens. Man verreibt 10 g Quecksilber- 
(II)-Jodid in einem Porzellanmérser mit 5 ml Wasser, spilt die Mischung mit 
20 ml Wasser in eine dunkle Flasche. In 75 ml Wasser lést man 5 g Kaliumjodid 
und 20 g reines, aus Metall dargestelltes Atznatron und gieBt diese Lésung eben- 
falls in die braune Flasche. Innerhalb 24 Stunden setzt sich der Bodensatz gut 
ab. Die véllig klare Lésung dekantiert man und bewahrt sie gut verschlossen 
auf. 9. Destilliertes Wasser. Man nehme stets frisch destilliertes Wasser, das 
man auf Ammoniakfreiheit priift. Auch Athanol enthalt gelegentlich Spuren 
Ammoniak. 10. Zentrifugenglaser mit einem Fassungsraum von ungefahr 10 
bis 20 ml. 11. Absaughaken. Aus einem Glasrohr zieht man sich eine diinne 
Kapillare. Diese wird an einem Ende umgebogen, der riicklaufende Schenke] 
soll 3mm lang sein. 12. Glasquirl. Man zieht einen Glasstab diinn aus und 
knickt ihn mehrmals in ganz stumpfen Winkel ab und biegt ihn unten recht- 
winklig um. 13. Destillationsapparat nach Parnass und Wagner. 


Ausfiihrung der Methode im Harn. 


2ml Harn werden in ein 10 ml Kélbchen eingebracht und mit 
Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Von dieser Verdiinnung pipettiert 
man | ml in ein Zentrifugenglas, fiigt 6 ml Wasser, dann 1 ml 5 °,iges 
Silbernitrat zu und 1aéBt 1 Stunde stehen. Jetzt wird zentrifugiert. 
4 ml Zentrifugat, entsprechend 0,1 ml Harn, versetzt man unter Eis- 
kiihlung mit 1 ml 96°%igem Athanol, 2 ml Kobaltnitritreagens, laBt 
3 Stunden oder iiber Nacht stehen. Jetzt wird neuerlich zentrifugiert 
und mit 50°%igem Athanol gewaschen. Diesen ProzeB wiederholt man 
noch zweimal. Man mu8 darauf achten, daB an den Wiinden kein 
Niederschlag haften bleibt. Auch muB sorgfiltig vermieden werden. 
daB auf der Oberfliche der Fliissigkeit Niederschlag schwimmt, weil 
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dieser dann durch das Absaugen der Fliissigkeit verlorengeht. Ist 
Niederschlag an den Wandungen vorhanden, so muB er mit einem 
Gummischaber in die Fliissigkeit gewischt werden. Nach dem Waschen 
werden die Réhrchen mit dem Niederschlag in einen Trockenschrank 
von etwa 40° gestellt und getrocknet!. Es miissen die letzten Spuren 
Alkohol entfernt werden, da diese bei der nachfolgenden Titration einen 
Mehrverbrauch an Kaliumpermanganat bewirken. Die Titration kann 
auf zweierlei Weise erfolgen. 

A. Zu dem getrockneten Niederschlag fiigt man 12 ml n/100 
Kaliumpermanganatlésung, dann 2 ml einer etwa 2n Schwefelsiure 
und verteilt in der Kalte mit dem Glasquirl den Niederschlag gleich- 
miBig in der Fliissigkeit. Nun taucht man das Réhrchen in ein Becher- 
glas mit Wasser von 50° (Thermometer). Der Niederschlag geht all- 
mihlich in Lésung. Es muB dafiir gesorgt werden, daB er stets durch 
Riihren gleichmd Big in der Lésung verteilt wird. Man darf keine Gas- 
entwicklung beobachten. Sollte dies eintreten, so hat man entweder 
eine zu hohe Temperatur im Becherglas oder es wurde zu wenig geriihrt. 
Ist der gelbe Niederschlag vollkommen gelést (die Lésung kann dabei 
wieder triibe werden), so fiigt man 8 ml n/100 Oxalsiure zu, worauf 
Entfairbung eintritt. Jetzt titriert man bei einer Temperatur von etwa 
70° mit n/100 Kaliumpermanganat zu Ende. Von den insgesamt zuge- 
setzten ml n/100 Permanganat zieht man die 8 ml n/100 Oxalsiure 


ab und erhilt so den Verbrauch an n/100 ml Kaliumpermanganat. 


B. Die Titration kann auch ohne Verwendung von Oxalsiure 
geschehen. Nur muB man dabei auBerst vorsichtig verfahren. Man 
fiigt 2 ml Kaliumpermanganat und dann 2 ml der etwa 2 n Schwefel- 
siure zu. Jetzt wird der Niederschlag mit dem Glasquirl gleichmabig 
in der Lésung verteilt und das Réhrehen in das Wasserbad von 50° 
gestellt (Thermometer). Es liegen eine Reihe von Versuchen vor, in 
denen wir die Titration nach A. und B. durchgefiihrt haben. Die Werte 
stimmen tiberein. Nur muB genau auf die Einhaltung der Temperatur, 
auf die gleichmiBige Verteilung des Niederschlags in der Lésung und 
damit auf die Vermeidung jeder Gasentwicklung, die unvermeidlich 
zu tiefe Werte ergibt, geachtet werden. Man titriert dann unter stetem 
Riihren und tropfenweisem Zusatz von Kaliumpermanganat bei 50° 
zu Ende. Die Lésung ist am Ende stets etwas triibe. Die schwache 
Rosafiirbung, die den Endpunkt anzeigt, soll bei stetem Durchriihren 
30 Sekunden bestehen bleiben. Die Titrationsfliissigkeit wird nun in 
einen Ammoniakdestillierapparat tibergefiihrt, mit 5 ml Kjeldahl-Lauge 
alkalisch gemacht und 5 Minuten mit Wasserdampf bei 100° iiber- 


1 Erfolgt die dritte’ Waschung mit destilliertem, eisgekiihltem Wasser, so 
kann das Trocknen unterlassen werden. 
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getrieben. Als Vorlage dienen 5 ml einer etwa n/100 Salzsiure. Das 
Destillat wird in einen 100-ml-MeBkolben eingebracht, bis zur Mark. 
aufgefiillt und 2 ml Nesslers Reagens hinzugefiigt. Man lit 10 Minute: 
lang stehen und mi&t mit dem Stufenphotometer unter Verwendung 
des Filters 843 gegen eine Vergleichslésung, die man sich aus 100 m! 
Wasser und 2 ml Nesslers Reagens in der gleichen Weise hergestellt hat. 


Blindwert: Bei dieser Art der Ammoniakbestimmung muB stets 
ein Blindwert ermittelt werden, der einerseits als Apparatkonstante. 
andererseits aus den verschiedenen Reagentien stammend, in KE: 
scheinung tritt. Um ihn zu ermitteln, verfihrt man wie folgt. Mai 
bereitet sich eine Kaliumchloridlésung, die in 1 ml etwa 500 y Kalium. 
chlorid enthilt. Mit dieser Lésung fiihrt man die gesamten Operationen 
durch. Die bei der Ammoniakbestimmung schlieBlich erhaltene Extink- 
tion dient als Blindwert und muB von der Extinktion, die im Versucli 
erhalten wird, stets abgezogen werden. 


Ausfiihrung der Bestimmung im Serum, 


Zu 2 ml Serum setzt man tropfenweise unter stetem Umschwenken 
7 ml 96° iges Athanol und dann 1 ml 5 “iges Silbernitrat. Man filtriert. 
5 ml des klaren Filtrats versetzt man tropfenweise unter Eiskiihlung 
mit 2ml Kobaltnitritreagens und iiberschichtet vorsichtig mit 2 ml 
Wasser. Die weitere Behandlung erfolgt wie unter Harn beschrieben 


Ausfiihrung der Bestimmung im Gewebe. 


In einer Glasreibschale wird eine abgewogene Menge Gewebe mit 
wenig reinem Quarzsand unter Anwendung eines médglichst groBen 
Glaspistills zerrieben. Man suspendiert in Tyrodelésung und pipettiert 
davon 2 ml heraus. Fiir 1 g Gewebe werden 10 ml Tyrodelésung ver- 
wendet. Zu diesen 2 ml fiigt man tropfenweise unter stetem Um- 
schwenken 7 ml 96 %iges Athanol und dann 1 ml 5 %iges Silbernitrat. 
Die weitere Behandlung ist bereits beim Blut angegeben worden. 

Die Tabelle zeigt die von uns ermittelten Kalium- und Ammoniak- 
werte. 

Tabelle. 





Nr. | Zugesetzte N H;-Menge in y | Gefundene N H;-Menge in ; 











32,4 
3,2 
3,2 
8,2 


, 


| at 32,4 | 3 


1 und 2 im Harn; 3 bis 5 im Blute. 
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Berechnungen, 


Berechnung des Ammoniaks. Aus dem Extinktionswert erhalt man 
mit Hilfe einer Tabelle (C. Urbach1) den Ammoniakwert fiir 0,1 ml 
Harn (A). Dieser Wert mal 1000 ergibt die mg% Ammoniak. 

Berechnung des Kaliums. Den Wert A dividiert man durch 0,028 2 
und erhalt so die der Ammoniakmenge entsprechenden ml n/100 Kalium- 
permanganat (B). Von dem Gesamtverbrauch an n/100 Kalium- 
permanganat (C) zieht man B ab. Die Differenz mit 0,065? multi- 
pliziert ergibt die mg Kalium in 0,1 ml Harn. Durch Multiplikation 
mit 1000 erhilt man die mg®,, Kalium. 


mg Kalium = (C — B) mai 65. 


Zusammenfassung. 


Es wird ein Verfahren beschrieben, das im Harn, Blut und Gewebe 
die Bestimmung von Kalium und Ammoniak in einem Arbeitsgang 
gestattet. Das Kalium wird manganometrisch, das Ammoniak photo- 
metrisch bestimmt. Die manganometrische Titration wird genau be- 
schrieben und auf die méglichen Fehlerquellen hingewiesen. 


1 Stufenphotometrische Trinkwasseranalyse, Wien-Leipzig 1937. — ? Diese 
Faktoren werden in jeder Versuchsreihe von uns bestimmt. Wir verweisen 
auf die Arbeit: W. Hurka u. J. Ruzdic, Mikrochem., 31, 9, 1943. 





Die Relationen einwertiger Ionen im Harn und Blut. 
IV. Mitteilung?: 

Die Relation zwischen Natrium, Kalium, Chlorid, Ammoniak und Harn- 
stoff bei Siure- und Harnstoffbelastung am gesunden Menschen. 
Von 
W. Hurka und I. Ruzdie. 

(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Graz.) 
(Eingegangen am 28, April 1943.) 

Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die in der I. Mitteilung erhaltenen Ergebnisse lieBen es wiinschens- 
wert erscheinen, das Material an einem spezifischeren Krankengut zu 
erweitern.’ Ferner hat sich die Notwendigkeit ergeben, das Ammoniak 
ebenfalls in den Kreis der Betrachtungen einzubeziehen, und schlieBlich 
muBte auch der Harnstoff mitbestimmt werden. Dies schien wegen des 
Zusammenhangs zwischen dem Ammoniak und dem Harnstoff von 
Bedeutung. Dadurch, da die Bestimmungen zugleich im Harn und 
Blut ausgefiihrt wurden, ist die Méglichkeit gegeben, sich einerseits ein 
Bild iiber die Konzentrationsvorgiinge im Organismus zu machen und 
andererseits iiber die Relationen der einzelnen Ionen, einschlieBlich 
des Harnstoffs, die in einem bestimmten Zeitpunkt herrschen, Auf- 
schlu8 zu erhalten. Es hat dann hauptsichlich die Frage vorgelegen., 
inwieweit sich die Relationen der zur Analyse gelangenden K6rper durch 
eine Belastung des normalen, gesunden menschlichen Organismus mit 
Salzsiiure, Harnstoff und einer Mischung beider (kombinierte Be- 
lastung) andern kénnen. 


Methodik. 


Nach Durcharbeitung verschiedener Variationen wurde folgender Vorgang 
eingehalten: Um 7 Uhr morgens wurde Niichternblut entnommen und der 
gleichzeitig gelassene Harn aufgefangen. Dann wurden am ersten Versuchstag, 
um 7 Uhr morgens, in der Regel 20 ml 12,5°,ige Salzsiure, in 100 ml Wasser, 
per os gegeben. Um 8 Uhr wurde neuerlich Blut abgenommen und der um 
10 Uhr gelassene Harn zur Untersuchung verwendet. 2 Tage Pause. Am dritten 
Versuchstag wurde um 7 Uhr Blut und Harn abgenommen, sodann mit 20g 
’ Harnstoff belastet. Der Harnstoff wurde in 100 ml Wasser mit etwas Himbeer- 
saft zur Geschmacksverbesserung gegeben. Zur Untersuchung gelangten das 
8-Uhr-Blut und der 10-Uhr-Harn. 2 Tage Pause. Am sechsten Versuchstag 
wurde wieder um 7 Uhr Blut und Harn untersucht und dann mit einer Mischung 
20 ml 12,5° iger Salzsiure und 20 g Harnstoff in 100 ml] Wasser (Himbeersaft) 
belastet. Dann gelangte das 8-Uhr-Blut und der 10-Uhr-Harn zur Unter- 


1 I. Mitteilung: Diese Zeitschrift 313, 400, 1943; II. Mitteilung: Ebenda 
313, 416, 1943; III. Mitteilung: Ebenda 316, 38, 1943. 
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suchung. Fiir die Wahl dieser Versuchsanordnung war, in Ubereinstimmung 
mit der Literatur, die Beobachtung maBgebend, daB im Blute nach etwa 1 Stunde 
ein Resorptionsmaximum vorliegt. Die Untersuchung des Harns 3 Stunden 
nach der Belastung ergab sich aus unseren Untersuchungen, die ebenfalls auf- 
fallige Veranderungen der Relationen der einwertigen Ionen in diesem Zeit- 
punkt im Harn anzeigen. Es wurden darin bestimmt: Der Gehalt an Natrium-, 
Kalium-, Ammonium-, Chlorionen und an Harnstoff. Die einzelnen Ionen 
wurden nach folgendem Verfahren ermittelt. Natrium nach A. Folling!, Kalium 
und Ammoniak nach J. Ruzdi¢ und W. Hurka®, Chloride im Harn nach F. Voto- 
cek3, Chloride im Blute nach F. Votocek*, Harnstoff im Blute nach F. Béhm 
und G@. Griiner® und Harnstoff im Harn nach F. Bohm und G. Griiner in der fiir 
unsere Zwecke durchgefiihrten Modifikation. 

Zur Natriumbestimmung wire folgendes zu erwahnen. Die Titerstellung 
der Natronlauge, die hier zur Verwendung gelangte, wurde nicht in der iiblichen 
Weise vorgenommen. Als Urtitersubstanz wurde Natriumchlorid zur Analyse 
verwendet. Eine bestimmte Menge dieses Salzes wurde eingewogen, dann das 
Natrium als Natriumzinkuranylacetat gefallt und diese Fallung zur Titer- 
stellung herangezogen. Auf diese Weise wurden Fehler, die einerseits durch die 
Léslichkeit des Niederschlags entstehen, andererseits durch die subjektive 
Endpunktbestimmung, die mit Phenolphthalein als Indikator erfolgte, weit- 
gehend vermieden. Es hat sich dieser Vorgang als giinstig erwiesen, denn die 
auf diese Weise erhaltenen Werte liegen im Extremfail um etwa 10°, hdher, 
als wenn man eine nach dem iiblichen Verfahren gestellte, genau n/10 Natron- 
lauge verwendet. Es wird auf diese Weise allerdings eine Lésung mit einem 
empirischen Titer hergestellt. 

Fir die Bestimmung des Harnstoffs wurde im allgemeinen eine Verdiinnung 
von 0,2 ml Harn auf 100 ml vorgenommen. In dieser Verdiinnung 1aBt sich der 
Harnstoff, nach der Methode von F. Bohm und G. Griiner (a. a.O.), sehr gut 
bestimmen. 1 ml von dieser Verdiinnung kommt in eine Eprouvette. Dazu 
setzt man 1 ml Kisessig, 0,2 ml Xanthydrolreagens. Sonst wird alles so durch- 
gefiihrt, wie es Von den beiden Autoren angegeben wurde. Die Analysen wurden 
jeweils auf 10 ml Blut bzw. Harn bezogen und dadurch eine Basis fiir Vergleiche 
geschaffen. Auf eine Bestimmung der von uns untersuchten Stoffe, die in der 
24stiindigen Harnmenge ausgeschieden werden, wurde verzichtet, um die 
Harnwerte mit dem. jeweils im Blutserum ermittelten Werten zu vergleichen. 
Alle Werte sind, falls nicht besonders hervorgehoben, in 0,1 Milliaquivalenten 
pro 10 ml Serum bzw. 10 ml Harn angegeben. 


Ergebnisse. 


Es wurden insgesamt elf Fille untersucht und es ergab sich dabei 


folgendes : 


Die Natriumdquivalente im Harn: Nach Salzsiurezufubr fallt in 
der Regel der Natriumwert im Harn. Von elf untersuchten Fiillen wurde 


1 A. Folling, Skand. Arch. Physiol. 64, 30, 1931; nach K. Hinsberg, Medi- 
zinisch-chemische Bestimmungsmethoden, Berlin 1936; Chem. Centralbl. 1931, 
I, 3030 (s. a. H. H. Barber u. I. M. Kolthoff, J. Amer. chem. Soc. 50, 1625, 1928). 
— * J, Ruzdic u. W. Hurka, Il. Mitteilung: Diese Zeitschr. 316, 38, 1943. — 
3 F. Votocek, Zeitschr. f. analyt. Chem. 60, 417, 1921; nach K. Hinsberg u. 
K. Lang, Medizinische Chemie, Berlin u. Wien 1938. — 4 F. Votocek, Chemi- 
kerzeitung 1918, S. 257. — 5 F. Bohm u. G. Griiner, diese Zeitschr. 287, 65, 1936. 
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siebenmal Sinken des Natriumwertes beobachtet. Bei der Harnstof/- 
belastung sieht man achtmal einen Anstieg des Natriums. Bei kom- 
binierter Belastung mit Salzsiiure und Harnstoff tritt das Harnstoffbil 
hervor, d.h. tiberwiegendes Natriumansteigen. 

Natriumwerte im Blute: Die Verschiebungen der Blutnatriumwerte 
sind wesentlich eindeutiger als die Verinderungen im Harn. Man 
kann sagen, da haufig ein Anstieg der Blutnatriumwerte zu beobachten 
ist. Am besten tritt dies bei der kombinierten Belastung hervor. Hie: 
sind von elf Fallen sechs durch ein deutliches Ansteigen gekennzeichnet, 
wihrend bei vier Fallen keine Verinderung vorhanden ist. Bei Siiure- 
bzw. Harnstoffbelastung allein sind sechs Fille mit deutlichem Natrium- 
anstieg vorhanden. Auffallend ist die Héhe der Schwankung. Am 
besten gibt das die folgende Tabelle wieder. 


Tabelle I. obncntcnt meds Natrium in 10 ml Serum. 








Fall Nr: || I a rat | m ! Iv | v.| we| vm | vim| ix | xr xu 


eeEEEEEee—e a a = 7 oS Se 


82 20,93) 24,97 


'| 14,60 13,48 14,87/15,46 15,50 20,77 1 16, 

21, 30 12,72) 19,02 
22, 

2 


4,1 

12,98 13,94 13,56 10,42, 15,60 13,42, 15,5 
13,94) 14,78 | 13,59 16,26 | 21,09 15,7: 89 14,27, 17.97 
La. | 19,17/14,11/ 11,46 27,01, 15,04| 17,54 | 17,65 | 23,69 | 18,91 22,01. 16,49 
Qa. 14,26 13,92| 14,40| 12,00| 13,65| 15,64 14,52 | 14,59 19,07 19,98 25,57 
3a. | 15,30 17,70| 14,58 13,66) 16,27| 26,33 15,72| 14,70 24,02 14,34 20,78 


Tabelle II. 0,1 _areane Chobe Chlorionen in 10 ml Serum. 


} 
l¢ 
| 
! 
| 
| 








"Fall Nr.: tL I | 3 “3 Be | v | ve | vm |vm| mm | xr | xm 


aR 





10,66110,26 10,361 9,38 10,14 10,00 9,96 
8.59 10, 64} 10, 33 10,52 9,98 | 10,36 | 10,07| 10,02 | 10,09, 10,62) 9,98 
10,03) 10,68| 9,34 | 10,34| 10,28 10,43 | 6,63 | 10,15 9,47| 10,92| 9,96 
10,67 10,91! 11,32 10,58/10,65'10,26 10,44! 9,91 10,65) 10,07| 9,81 
10,14 10,52) 8,51) 10,51 9,90 9,39 | 10,66/10,21) 9,74) 10,72 10,18 
10,29 10,82 8,93 10,90 10,13 29,38 * 10,74| 10,36. 10,15 | 10,92, 10,02 


* Unsicherer Wert. Gilt auch fiir die I. Mitteilung. 
Tabelle IIT. Harnstoff in mg% im Serum. 








| Itt VI | VIL. Vill; Ix XI | XII 


27,3 26,0 20,3 | 24,0 
24.0 | 28,3 22,0 | 22,0 
6,0 24,6 25,6 | 31,3 
| 22,0 | 14,3 | 11,8 | 29,3 | 24,3 | 22,3 | 21,3 
76,6 | 70,6 49,6 47,3 76,6 | | 22,3 | 43,0 
| 86,0 | 48,0 49,6 | 84,0 40,2 | 39,6 | 66,0 


In den Tabellen I bis III bedeuten: 


1. Erster Untersuchungstag 75 friih | 

2. Dritter qh Nichternwerte. 

8. Sechster mY sl 

la. Erster . » Nach Salzsaéurebelastung. 

1b. Dritter or ie »  Harnstoffbelastung. 

lc. Sechster »» Salzsiure- und Harnstoffbelastung. 


21,3 | 13,0 | 33 |2 
99.0 | 11,6. 2.6 
| 26,0 21,6 | 40,0 | 
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Tabelle IV. 0,1 Millidquivalente Natrium in 10 ml Harn. 





Fall Nr.: | II Ill IV Vv vi Vil. VIILT, IX XI XIII 


038 17,53 "867 16,66 | 23,47| 19,01 | 24,57 | 14,73 15,62 23,92 27,39 

7 20,05, 6,59 14,22 14,66 | 24,30 18,14| 15,79 21,60 16,95 21,23 
101 14,11) 8,24/12,56| 14,87 23,22 16,08| 14,63 17,66/16,08 9,88 
3 
3 


2, 5,98 | 14,77 21,42! 11,48 13,53 /23,99| 9,52/ 12,06! 28,82) 28,57 
9 16,39 8,91 18,26 14,96 | 15,39 | 21,67/17,42 21,19) 18,22) 22,76 
|15,46 17,33 | 19,28 | 14,28 27,07 23,52! 8,54 20,09 19,86) 21,96 





Tabelle V. ones ocean Chlorionen in 10 ml Harn. 
Fall 3 Nr: E I IL “Iv ‘2 ma | vo vul Ix xi | Xu 


11,50 19,81, 6,84 16, 67 24,81 17,44 24,22 9,38. 6,792 29,51 18,81 
14,59 30,68 pod 17,56 | 20,32 23,49 19,21) 11,26 10,16 14,43) 18,06 
12,51) 17,76 9,84 | 14,51 18,00 | 14,42 9,25) 17,48 17,14/ 20,38 9,71 
12,84) 7,64 17, 86 | 26,59 9,75|11,87 31,21! 4,08 7,90'28,61 20,43 
12,56 21,81 13,17/ 19,46 15,17 | 15,62 21,67 15,98) 9,50 28,21 23,36 
|| 13,52) 26,05 5,40 23, 72|17,63|14,21 8,32 9,82 18,86 19,64 17,34 


Tabelle VI. Harnstoff in mg%/50' im Harn. 








wre || I | VIII 





0 

1 

7 

7 

| — 28 

33,3 11 
* In der ciaihiiiiaas ie ae kein aad bestimmbar. 


In den Tabellen IV bis VI bedeuten: 


1. Erster Untersuchungstag 7» friih | 

2. Dritter Pi 7h Niichternwerte. 

3. Sechster és 7h 

la. Erster re 104 Nach Salzsiurebelastung. 

2a. Dritter Pie 10h »  Harnstoffbelastung. 

3a. Sechster i 10h »  Salzsaure- und Harnstoffbelastung. 


Man gewinnt daraus den Eindruck, als ob in diesen Fiillen ein 
Kinstré6men von natriumhaltiger Fliissigkeit ins Blut erfolgen wiirde. 


Chloride im Harn: Bei Salzsiurebelastung kann man in sechs 
Fillen ein Ansteigen der Chloride im Harn beobachten, wiihrend in 
fiinf Fiillen die Chloride im Harn fallen. Bei Harnstoffbelastung allein 
verhalten sich die Chloride ebenso. Bei kombinierter Belastung hin- 
gegen sieht man ein deutliches Abfallen der Chloride, und zwar ist die 
Zahl der Fille, in denen die Chloridwerte sinken, doppelt so groB als 


1 mg%/50 wurde genommen, um gréBenordnungsmaBig einen den Blut- 
harnstoffgehalten ahnlichen Wert zu erhalten. 
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die, in denen die Chloridwerte steigen. Dies kiénnte man mit einer Ver- 
minderung der Resorption der Chloride bei Anwesenheit von Harnstof{ 
in Zusammenhang bringen (abdichtende Wirkung gegen Chlorionen). 
Die Anzahl der durchtretenden Teilchen wiire zwar gleich groB, da 
aber Harnstoff vorhanden ist, wird dieser bevorzugt resorbiert und es 
kommt dadurch sekundiir zu einer Chloridionenausscheidung im Harn 

Chloride im Blute: Die Chloride im Blute sind ganz auffillig durch 
ihre iuBerste Konstanz gekennzeichnet, mit der sie die Werte, die sie 
vor der Belastung hatten, festzuhalten suchen. Von den 33 durch- 
gefiihrten Analysen sind nur in sieben Fallen eindeutige Schwankungen 
festzustellen. Die Richtung der Verainderungen liBt keinen SchluB zu. 
Diese hohe Konstanz im Chlorionenspiegel ist um so auffallender, als 
das Natrium sehr groBe Schwankungen durchmacht. 

Harnstof{f im Harn: Bei Salzsiiurebelastung wird im Harn keine 
eindeutige Verinderung des Harnstoffgehalts beobachtet. Belastet 
man dagegen mit Harnstoff, so sieht man in sieben von neun Fiillen 
einen Anstieg des Harnstofigehalts im Harn. Die kombinierte Belastung 
liefert im allgemeinen ebenfalls einen Anstieg des Harnstoffs, doch ist 
dieser nicht mehr so eindeutig, wie bei der Belastung mit Harnstoff 
allein. 

Harnstoff im Blute: Bei der Siurebelastung keine eindeutigen 


Befunde. Bei der Harnstoffbelastung und bei der kombinierten Be- 
lastung sieht man in sehr eindrucksvoller Weise das Ansteigen des 
Harnstoffs. Dieser Anstieg betriigt nach 1 Stunde mindestens 200”, 
doch wurde auch ein Maximalwert mit 1600°, gefunden. Uberhaupt 
bildet der spontane Anstieg des Harnstoffs das eindrucksvollste Bild 
unserer Untersuchungen. 


Ammoniakwerte im Harn: Bei Siurebelastung finden wir nach 
3 Stunden ein Uberwiegen der niedrigen Ammoniakwerte im Harn. 
Nach Harnstoffbelastung Schwankungen nach beiden Richtungen. 
Bei kombinierter Belastung wurde bei den Ammoniakwerten wieder 
die Tendenz zu fallen beobachtet. 

Ammoniakwerte im Blute: Bei der Salzsiure- und bei der kombi- 
nierten Belastung beobachtet man in der gréBeren Zahl der Fiille ein 
leichtes Ansteigen des Blutammoniaks; bei der Harnstoffbelastung 
zeigt sich dagegen iiberwiegend ein Fallen der Ammoniakwerte. 

Kaliumwerte im Harn: Bei der Siiurebelastung sehen wir die Kalium- 
werte im allgemeinen sinken. Bei kombinierter Belastung haben die 
Kaliumwerte die Tendenz zu fallen. Bei Harnstoffbelastung kein 
einheitliches Verhalten. 

Kaliumwerte im Blute: Bei Siurebelastung zeigen die Kaliumwerte 
iiberwiegende Tendenz zu steigen, bei Harnstoffbelastung werden die 
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Kaliumwerte im allgemeinen niedriger, wihrend bei der kombinierten 
Belastung Schwankungen in beiden Richtungen ohne Eindeutigkeit 
vorhanden sind. Einen Uber- 

blick titber den Umfang der =” | ——Na-Jon mHorm 


Schwankungen gibt Abb.1. “| CleJon fa 


55} ---- 9 © whut | 
Erérterung der Ergebnisse, 44} —-— ereery 
NH3 “om Harn 
Sdurebelastung: Betrach- n 0 but 
tet man die Ergebnisse, die 
bei der Siaurebelastung er- 
halten wurden, so sieht man 
im Blute hiufig ein An- 
steigen des Natriums. Dieser 
Anstieg ist aber keinesfalls 
von einer Erhéhung der 
Chlorionen gefolgt. Aber 
auch die tibrigen einwertigen 
Kationen, Kalium und Am- 
moniak, steigen im allgemei- 
nen. Die Chlorionen bleiben 
konstant und die Harnstoff- 
werte veriindern sich nicht 
in eindeutiger Weise. Es 
steht also hier einem Kon- 
stantbleiben des einwertigen, 
negativ geladenen lons 
(Chlorion) eine Zunahme von 
positiv, einwertig geladenen : 
Teilchen (Natrium-, Kali- \ , \\ 
um-, Ammoniumionen) ge- mm e \ 
geniiber. Dies ist um so a a ; ee 
auffilliger, als im Harn iiber- \ 
wiegend eine Abnahme der °—3397a@7 Wiz ariE 
positiven einwertigen Ionen 7” Xo" 7” a0" 7™ 6a" 
und ein Ansteigen des Chlor- Abb. 1. Es bedeuten auf der Ordinate fiir Na, Cl: 
jons beobachtet wurde. _-—‘.liqnnalene; fr Harms: semen Bs 


GT » plus Blindwert. Beziiglich der Abszisse siehe im 
Harnstoffbelastung: Bei Text unter Methodik. 


der Harnstoffbelastung wird, 

sehr ausgeprigt, ein Anstieg des Harnstoffs beobachtet. der sich be- 

sonders deutlich im Blute, doch ebenso eindeutig im Harn bemerkbar 

macht. Allerdings konnte man den Eindruck gewinnen, daB der Harn- 

stoff nicht sofort ausgeschieden wird, sondern eine Speicherung erfahrt. 
Biochemische Zeitschrift Band 316. 4 
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Diese Harnstoffspeicherung soll an Hand der Abb. 2 dargetan werde, 
Am ersten Versuchstag wurde um 7 Uhr friih ein sehr niedriger Blut- 
Harnstoffwert von 8,3 mg®, gefunden, der sich nach Siurebelastung 
auf 11,3 mg®, erhéhte. Im Harn findet ein leichtes Ansteigen des Hari- 
; stoffs statt. Das Niichtern- 
LEM. | blut am dritten Versuchstag 
ee ee i 7) zeigt den noch tieferen Harn- 
stoffwert von 2,6 mg' 
1 Stunde nach Harnstoffle- 
lastung wurde ein Wert von 
49,6 mg®, im Blute gefunden. 
Im Harn ist indessen 3 Stun- 
den nach der Belastung nur 
ein ganz unwesentliches An- 
steigen zu beobachten. Ver- 
gleicht man diesen Fall mit 
den Patienten I, II, III, V. 
VI und IX, so sieht man, dal 
4 Tt = sich dort, nach Belastung, det 














Abb. 2. Ordinate: Gemessene Extinktionen tir Harnstoff in der Regel auf 
Harnstoff. Abszisse: Wie Abb. 1; diinn gezogene etwa 70 mg”, erhéht. Schon 
Kurve: Blutwerte; stark gezogene Kurve: Harn- 3 i i e fe ine: 

werte, dieser Vergleich liBt eine Spei- 


cherung, namentlich wegen 
der niedrigen Harnstoffniichternwerte, vermuten. Noch deutlicher wird 
es jedoch, wenn man den Wert betrachtet, den der Harnstoff am 
sechsten Versuchstag im Harn annimmt. Man sieht, daB sich der Harn- 
stoffwert gegeniiber dem ersten Versuchstag iiber 20mal vermehrt hat. 
Diese Harnstoffspeicherung scheint sich besonders dann auszuwirken, 
wenn die Niichternwerte am ersten Versuchstage im Blute unter der 
Norm liegen. Fall IV zeigt das sowohl fiir die Harnstoffbelastung als 
auch fiir die kombinierte Belastung: Im ersten Fall steigt der Harnstoff- 
wert von 4,0 auf 48,0 mg®,,, wihrend im zweiten Fall ein Harnstoffwert 
von 30,3 mg°, beobachtet wird. 

Die Betrachtung der Tabelle III zeigt jedoch, daB auch umgekehrte 
Fille vorkommen kénnen.. Um diese Erscheinung naiher zu beleuchten, 
fiihrten wir daher Harnstoffbelastungen an der iiberlebenden Leber 
durch, iiber die demniichst berichtet werden soll. Das Natrium steigt 
im Harn und im Blute betrichtlich an. Der Natriumerhéhung im Blute 
geht also die Ausscheidung dieses [ons im Harn parallel. Wie weit das 
mit einer Abdissoziation des Natriums von EiweiBkérpern und einer 
Anlagerung von Harnstoff an dieselben zusammenhingt, wird unter- 
sucht. Die Chloride verhalten sich nicht eindeutig und sind wieder 
durch ihre Konstanz gekennzeichnet. Wihrend im Harn das Ammoniak 
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ohne Bevorzugung der Richtung schwankt, fallen im Blute iiberwiegend 
die Ammoniakwerte. Auf das Kalium soll, nicht niher eingegangen 
werden. . 

Kombinierte Belastung: Es bleibt noch die Betrachtung der Fille, 
in denen mit Harnstoff und Salzsiiure zugleich belastet wurde (kom- 
binierte Belastung). Die Natriumwerte steigen im allgemeinen sowohl 
im Harn als auch im Blute. Dies ist ein bemerkenswerter Unterschied 
gegeniiber der Belastung mit Salzsiiure allein. Dort steigt zwar das 
Blutnatrium ebenfalls an, doch priigt sich dieser Anstieg im Blute nicht 
durch eine Erhéhung der Natriumwerte im Harn aus. Dem Ansteigen 
der Natriumwerte nach Salzsiiurebelastung im Blute diirfte daher ein 
anderer Mechanismus zugrunde liegen als dem Ansteigen nach Harn- 
stoffbelastung. Es wird auf die weiter oben gemachte Annahme ver- 
wiesen, die dahin ergiinzt wird, daB der Harnstoff anscheinend Stellen 
im EiweiBmolekiil besetzt, die friiher das Natrium einnahm. Die 
Chloride im Blute zeigen das bereits 6fter erwiihnte Verhalten. Im Harn 
fallen sie in auffilliger Weise. 

Gegen eine Spaltung des Harnstoffs durch Salzsiiure sprechen 
namentlich die Versuche, die wir an iiberlebenden Organschnitten, 
sowie bei der durchstrémten Leber am Meerschweinchen beobachtet 
haben. Inwieweit sich Harnstoff und Salzsiure beeinflussen, laBt sich 
nach den vorliegenden Untersuchungen nicht entscheiden. 

Das Ammoniak im Blute steigt an.’ Es ist hier dieselbe Erscheinung 
zu beobachten, wie bei der Salzsiurebelastung. Es wurde ja vorhin 
erwihnt, daB bei der alleinigen Harnstoffbelastung das Blutammoniak 
fallt. Im Harn fallt das Ammoniak in beiden Fallen. Sowohl bei der 
Salzsiiurebelastung als auch bei der kombinierten Belastung steht das 
Fallen des Ammoniaks im Harn im Gegensatz zu den von anderer 
Seite gemachten Befunden. Diese widersprechenden Ergebnisse sind 
aber nur scheinbar, da bei der hier eingeschlagenen Methodik nur ein 
Momentbild im Mineralstoffwechsel erfaBt wird, wiihrend sonst iiber- 
wiegend die 24stiindige Harnmenge als Ausgangspunkt fiir die Unter- 
suchungen genommen wird. 

Eine theoretische Auswertung unserer Versuchsergebnisse wollen 
wir nach AbschluB weiterer Untersuchungen einer niichsten Mitteilung 


vorbehalten. 


Frau Dr. Gertraud Hurka danken wir fiir die Mithilfe bei der Ausfiihrung 
der Bestimmungen. 





Uber den Stickstoffumsatz in Pflanzen. 
Von 
G. v. Doby und G. v. Fiileky. 
(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der kg]. ung. Universitat fiir Technik 
und Wirtschaftswissenschaft, Budapest.) 
(Eingegangen am 28, April 1943.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Die Grundlinien des pflanzlichen Stickstoffumsatzes wurden von 
den Klassikern der pflanzlichen Biochemie (Pfeffer, Schulze und Winter- 
stein, Prianischnikow usw:) schon Ende des vorigen und Anfang dieses 
Jahrhunderts, hauptsichlich auf Grund von Untersuchungen an Keim- 
lingspflanzen, gezogen. Der Erforschung dieses Stoffwechsels in voll 
entwickelten Pflanzen, besonders in Blittern, wendete man sich ein- 
gehender erst seit den 20er Jahren dieses Jahrhunderts zu [gute Uber- 
sicht bei Mothes (1926)]. Die Versuche wurden vorwiegend an isolierten 
Organen zwecks Ermittlung der Einzelvorgiinge angestellt [Prianisch- 
nikow (1922), Chibnall (1922—1925), Mothes (1926, 1927, 1934, 1938. 
1940), Niklas (1927) usw.]. Spiter ging man zur Untersuchung zu- 
sammenhiingender Organe tiber [Mulay (1931, 1932), Sideris, Kraus 
und Young (1937), White (1937), Smith und Wangh (1938) in Wurzeln 
oder Stiimmen, Gdéumann (1935) in Stamm und Knospen der Buche, 
Stuart und Appleman (1935) in Kartoffeln, Smirnow (1927) in Tabak, 
Armstrong und Albert (1931), Gerdel (1932), Eisenmenger (1933), Tam 
und Magistad (1935), Sampson und Samisch (1935), Das (1936), Vickery. 
. Pucher und Clark (1936), Clark (1936), Sideris, Kraus und Young (1938. 
1939), Mc Kee und Lobb (1938), Stecher (1941), Giesecke und Schmalfuss 
(1942) in Blattern oder ganzen Pflanzen]. Mit der Untersuchung von 
pflanzlichem Eiwei8 befaBten sich, nach den bahnbrechenden Versuchen 
der Schulen EZ. Fischers, Abderhaldens, Osbornes, neuerdings z. B. Kiesel 
und Kastrubin (1934), Teller (1935), die die Wandlungen der Eiweif- 
verbindungen des Weizens untersuchten, sowie Alten und Haupt (1940). 
Alten und Orth (1941). Pirschle (1942) suchte Anhaltspunkte zu finden 
in der Verteilung des Stickstoffs bei experimenteller Polyploidie. 


In dieser Zusammenstellung wollten wir das Schrifttum nicht er- 
schépfend behandeln, sondern bloB die unseren Gegenstand am niichste 
beriihrenden Arbeiten erwihnen. Unter diesen gibt es nur wenige, die 
sich mit der Verfolgung des Stickstoffumsatzes bei Korrelation aller 
Organe und wihrend des ganzen Lebenslaufes befassen. Daher unter- 
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zogen wir uns der Aufgabe, die bisher mosaikartig zusammengestellte 
Auffassung iiber das Verhalten des Stickstoffs unter natiirlichen Ver- 
hiltnissen zu priifen. Wir wihlten hierzu die Soja, als eine an 
Stickstoff reiche und auch wirtschaftlich wichtige Pflanze. Mit den 
stickstoffhaltigen Verbindungen der Sojabohnen befaBte sich schon 
eingehend Schulze (1888, 1906) in klassischen Untersuchungen, welche 
spiter mit modernen Methoden von 7'ao und Komatsu (1931) bestiitigt:- 
wurden. Osborne und Mitarbeiter bestimmten die hydrolytischen 
Bausteine der EiweiBverbindungen der Sojabohne, womit sich dann 
spiiter auch Jones und Waterman (1921), Ducceschi (1927), Tao (1931), 
Nakajima (1932) und Csonka und Jones (1934) befaBten. Nach Unter- 
suchungen von Ginsburg und Shive (1926) soll der Stickstoffgehalt der 
normal entwickelten Soja durch die Ca-Ernihrung, nicht aber durch 
Stickstoffgaben mitbestimmt werden. Auch J. E. Webster (1928) 
konnte in GefiBversuchen keinen nennenswerten Einflu8 der Stickstoff- 
ernihrung auf den Stickstoffumsatz feststellen, wiihrend Doby und 
Fiileky (1940) bei Stickstoffhunger tiefgreifende Verinderungen beob- 
achteten. Hrdmann (1929) sowie Albrecht und Allison (1931) berichten 
iiber Stickstoffumsatz der als Griindiinger benutzten Soja. Rewald 
und Riede (1930, 1933) untersuchten Vorgiinge beim Reifen, Borst 
und Thatscher (1931) den Wandel der drei Hauptnihrstoffe (N, P, K). 
Austin Stanley (1935) berichtet iiber den EinfluB der Dauer des Tages- 
lichtes auf den Stoffwechsel. Endlich sei noch Fischer, Sammet und 
Poschenrieders (1942) Arbeit erwihnt iiber den Einflu8 der Knéllchen- 
bacterien auf die Nihrstoffaufnahme. Es seien bloB diese Arbeiten aus 
der umfangreichen Sojaliteratur als unsere Versuche beriihrende 
erwihnt. 
1, Versuchsbedingungen, 


Die zur Untersuchung benutzten Pflanzen wurden einem Freiland- 
versuch auf dem Versuchsgut der Universitat entnommen nach folgendem 
Plan (Tabelle I): 

Tabelle I. 





Nr. Tag Wochen 
— nach der Entwicklungszeitpunkt der Pflanzen 


der Entnahme Saat 





| 
I. 10. VI. | 
Il. 21. VI. | eat 
III. 13. VII. Beginn der Bliite 
IV. | 2. VIII. Ende der Bliite, Beginn der Samenbildung 
in gréBerem MaBstabe 
Was} 32s: EX. Ernte 


Alle Pflanzen waren normal, wohl- und gleichentwickelt und ent- 
stammten in fiinffacher Wiederholung bestellten Parzellen. 
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Die Pflanzen wurden rasch in die Organe (Wurzel, Stammteile 
samt Blitterstielen, Blitter, Hiilsen, Samen) zerlegt und die Enzynie 
nach dem Perrotschen Verfahren zerstért !. 

Obzwar auch dieses Verfahren die Stickstoffbilanz nicht gan 
unverindert laiBt, sind die Veriinderungen innerhalb 5 Minuten lange) 
Erhitzen so gering, daB es gegeniiber den anderen Methoden doch dis 
entsprechendste ist. Ein Haltbarmachen aber war unvermeidlich, in 
Anbetracht der groBen Zahl der zu bewiiltigenden Arbeiten, sowie der 
beschrinkten Zahl der Arbeitskrifte. 

Bestimmt wurden folgende Zahlenwerte: Trockensubstanz, Ge- 
samtkohlenstoff, -wasserstoff (diese beiden als Ma der gesamten 
organischen Substanz), Asche, Stickstoff in folgenden Verbindungen: 
Gesamt, léslicher, Nitrat, Ammoniak, Amid, Aminosiuren, basischer, 
Gesamteiwei8, unhydrolysierbares und hydrolysierbares Eiwei8, sowie 
aus letzterem durch Hydrolyse entstandenes Ammoniak, Amid, Amino- 
siiuren und basische Stickstoffverbindungen. 

Die analytischen Verfahren waren folgende (meistens nach @. Kleins 
Handbuch d. Pflanzenanalyse 4, 1933). 

Trockensubstanz: Im Vakuum beim Siedepunkt des Athylalkohols. 

Kohlenstoff und Wasserstoff: Durch Elementaranalyse. 

Gesamistickstoff: Mittels Kjeldahl im Parnas-Wagner-Mikroapparat, Salicy|- 
schwefelsiure, K,SO,, CuSO,, Nitrate durch Na,8,O, reduziert. 

Léslicher Stickstoff [Rauterberg und Knippenberg (1939)]: Aus der mit 
Quarzsand verriebenen Substanz wurde das Eiwei8 mittels Essigsiure gefiallt, 
nach 24stiindigem Stehen im Eisschrank filtriert, ausgewaschen. Das aufgefiillte 
Filtrat enthielt die léslichen Stickstoffverbindungen. 

Nitrat nach Bloom-Treschow (1920), modifiziert nach T'reschow-Gabrielsen 
(1933), mittels Xylenol, kolorimetriert im Pulfrich-Apparat. 

Ammoniak: In einem aliquoten Teil der ,,lés]. N‘‘-Fraktion mittels MgO 
im 30 bis 10-mm-Vakuum bei 40 bis 50° in 1°%,ige Borsdure destilliert, mit 
n/50 H, SO, titriert. 

Amide nach Sachsse: 2 Stunden hindurch mittels H,SO, hydrolysiert 
und nach Neutralisierung weiter so wie bei Ammoniak. 

Aminosauren: Nach van Slyke. 


1 In Vorversuchen wurden gemahlene Sojabohnen im Autoklaven Alkohol 
dampf von | Atm. ausgesetzt. Die Verinderungen waren folgende: 
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Basischer Stickstoff: Aus einem aliquoten Teil der ,,lésl. N“*-Fraktion 
mittels Phosphorwolframsaure ausgefallt und nach Kjeldahl bestimmt. Davon 
H,N abgezogen. 

Gesamteiweif: Der Stickstoff aus dem bei der Bestimmung des ,,léslichen N“‘ 
zuriickgebliebenen unléslichen Riickstand. 

Hydrolysierbares EiweiB: Der bei der Bestimmung des ,,léslichen N“ ver- 
bliebene Riickstand wurde mittels Pepsin-Salzsiure bei py 2 und darauffolgend 
mit Boratpuffer bei py 8,8 mittels Pankreatin-,,Richter‘ im Thermostaten 
bei 37° je 24 Stunden hydrolysiert, dann mittels n/5 HCl bei py 3 filtriert und 
ausgewaschen. Der Gesamtstickstoff der Lésung war ,,hydrolysierbares EiweiB*. 

Stickstofffraktionen des hydrolysierbaren EiweiBes wurden aus aliquoten 
Teilen obiger Lésung nach den friiher’ beschriebenen Verfahren bestimmt. 

Stickstoff des unhydrolysierbaren EiweiBes war der Stickstoff des beim 
,hydrolysierbaren EiweiB‘* verbliebenen, unléslichen Riickstandes. 


2. Versuchsergebnisse, 


Die Grundtabellen (VI, VII) enthalten absolute Gewichtsteile 
bezogen auf je eine Durchschnittspflanze. Stellt man daraus die in 
Prozenten der Héchstwerte berechneten Werte der Inhaltsstoffe einer 


100 














 Blife mM 0 
Wochen 
Abb.1. Bestandteile einer Soja-Durchschnittspflanze in Gewichtsprozenten der eigenen Héchstwerte, 
1, Léslticher N, gesamt. 2. Trockensubstanz. 3. Asche. 4. Kohlenstoff. 5. Gesamt-N. 6. Amino- 
siiure-N. 


ganzen Pflanze dar (Abb. 1), so erhellt daraus, daB die meisten Stoffe 
ihren Héchstwert zur Zeit der Ernte erlangen. Die T'rockensubstanz 
und die beinahe vollig parallel verlaufende organische Substanz (gemessen 
am Kohlenstoff) bildet ungefihr die bekannte S-Wachstumskurve, 
vom Beginn des Bliihens an nahezu geradlinig verlaufend. Dagegen wird 
der Gesamtstickstoff zu Anfang rascher aufgenommen, diese Aufnahme 
bleibt dann aber kurz vor Beginn des Bliihens zuriick. Ganz anders 
verhalt sich der gesamte lésliche Stickstoff, da dieser ein Maximum am 
Ende der Bliitezeit aufweist und von da an abfallt. Hiervon bildet nur 
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der Aminosiiure-Stickstoff eine Ausnahme, da derselbe bis zu End: 
fortwihrend anwichst, mit einem Riickfall am Anfang der Bliite, 
wo die Asche eine entgegengesetzte Ausbuchtung der Kurve aufweis'. 
xanz aihnlich wie der Gesamtstick 

- | stoff verhalten sich die verschiedenen I i- 
ps weiBformen je einer ganzen Pflanze 
(Abb. 2), welche ihren Héchstwert auch 

is AS | am Ende der Vegetationszeit erreichen 





Grundverschieden verhalten sich alle 
diese Verbindungen in den einzelnen vey: - 
tativen Organen, mit der einzigen Aus- 
nahme der Aminosdiuren. Sowohl die 
léslichen N-Fraktionen (Abb. 3) wie die 
EiweiBfraktionen (Abb. 4)  bilden also 
innerhalb der Vegetationszeit je ein 
Maximum. 

Der Zeitpunkt dieser Maxima stellt 

-_ sich im Blatt zu Beginn des Bliihens, in 

| den Stémmen und (sehr maBig) in den 
3 WBlike ui 2  Wurzeln am Ende des Bliihens ein. Nur 
dee: EO ac die Aminosiuren vermehren auch _ hier 
einer ganzen Soja-Durchschnitts- (ausgenommen in den Wurzeln) bis zu 
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Abb. 3. Lésliche N-Fraktionen der Blatter und oberirdischen Achsenorgane einer Soja-Pflanze 
1, Amid-N der Blitter. 2. Amid-N der Achsenorgane. 3. Aminosiure-N der Blatter. 4. Aminosiiure-N 
der Achsenorgane. (Ordinate stark vergriBert.) 





Uber den Stickstoffumsatz in Pflanzen. 57 


und ganzen mit denen mehrerer Forscher, so von Mothes (1926), 
von Sideris, Kraus und Young (1938). Nur fand Mothes, daB die Amide 
kaum eine Schwankung erleiden. Chibnall (1922) hingegen stellte in 
Phaseolus multifl. eine Parallelitat 
von Aminosiiure- und Gesamtstick- 
stoff fest. Auch Smirnow (1928) 
konnte in den Blittern des Tabaks 
andere Verhaltnisse nachweisen, da 
der Gesamtstickstoff samt dem 
léslichen N — _ bezogen auf die 
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Abb. 4. Eiwei®-N-Fraktionen der vege- Abb. 5. Lésliche N-Fraktionen in % des 
tativen Organe in je einer Soja-Pilanze, mg. léslichen Gesamt-N. a) Wurzel. b) Ober- 
1. Gesamt-N der Blitter. 2. GesamteiweiB-N irdische Achsenorgane. c) Blatter. 1. Amino- 
der Bliitter. 3. Hydrolysierbarer Eiwei8-N siiure-N, 2. Amid-N. 
der Blitter. 4. Unhydrolysierbarer EiweiB-N 
der Blitter. 5. GesamteiweiB-N der ober- 
irdischen Achsenorgane. 6. GesamteiweiB-N 
der Wurzel. 
Flicheneinheit — bis zum Ende fortwihrend ansteigt, was wir bei 
Soja blo8 beim Aminosiurestickstoff festzustellen vermochten. 
Beziiglich der EiweiBverbindungen weichen unsere Bestimmungen 
scheinbar von denen Mothes’ (1926, und zwar 8.488 und 540) ab, da 
er in voéllig entwickelten Blaittern von Vicia und Phaseolus eine Ver- 
minderung des EiweiBgehalts (in Prozenten des Frischgewichts) bis zu 
Ende verzeichnet. Aber einmal hatten sich diese Angaben blo& auf 
schon ausgewachsene Blatter bezogen und dann zeigt sich sogar hier 
am Anfang der Versuchszeit (Abb. 5, 8.488) ein kleiner Anstieg. Es 
besteht also hier doch kein Gegensatz, da auch unsere Blatter nach der 
groBen Entwicklungsperiode ein starkes Absinken zeigen. Weiter 
decken sich unsere Angaben mit denen von Chibnall (1922), sowie bei 
Soja auch von Rewald und Riede (1933). Mit J. E. Websters (1928) 
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eingehenden Untersuchungen vermégen wir leider keinen Vergleich ai, 
zustellen, da uns derzeit nur ein Auszug seiner Abhandlung zur Ver. 
fiigung steht. 

Wendet man sich nun dem Gehalt der gréBeren léslichen Stickstof!- 
komplexe der einzelnen Stickstofffraktionen zu, so zeigen z. B. di 
Amide und Aminosduren, in Prozenten des gesamten léslichen Stick- 
stoffs (Abb. 5), einen Antagonismus in allen drei vegetativen Organen 
Zum SchluB der Vegetation ist der Aminosiiure-N in folgender mehvr- 
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Abb. 7. GesamteiweiB-N der vegetativen Organe in % des Gesamt-N. 1. Bliitter. 2. Achsenorgan: 


3. Wurzel, 


facher Menge des Amidstickstoffs vorhanden: Wurzel 3,1, Stiele 11, 
Blatter 2,7, Hiilsen 0,5, Samen 1,7. Es hat sich daher der groBe Uber- 
schuB des Amidstickstoffs iiberall, mit Ausnahme der Hiilsen, in ein 
Vielfaches an Aminosiurestickstoff verwandelt. 


Die Beziehungen der léslichen organischen Stickstofffraktionen 
(Amid + Amino + basisch) zu dem gesamten organischen Stickstoff 
sind ziemlich konstant (Abb. 6). In den Wurzeln sind etwa 20°, 
des organischen Stickstoffs in léslichen Verbindungen vertreten und 
auch in den Stimmen beschrankt sich die Schwankung zwischen 20 
bis 30°,. In den Blaittern dagegen sind nur 9°, organischen Stickstoffs 
léslich, doch erhéht sich dann dieser Anteil am Ende der Vegetation 
auf 25°. 

Der Gesamtstickstoffgehalt im GesamteiweiB (Abb. 7) gestaltet sich 
ziemlich gleichmaBig, im Durchschnitt 68 bis 88°, in den Samen da- 
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gegen 94%. Ahnlich sind die Verhiltnisse des EiweiBes zu dem or- 
ganischen Gesamtstickstoff. Bei beiden BezugsgréBen fillt der Anteil 
des EiweiBes in den Blattern zu 
Ende der Vegetation. 





Die Menge des unhydrolysier- 
haren EiweiBes ist in den Stimmen 
und Blittern stets kleiner als die des 
hydrolysierbaren; in den Wurzeln 
ist dieses Verhiltnis umgekehrt. 
Gegen Ende der Vegetationszeit ‘ 
gleichen sich diese Unterschiede in 
den Stimmen und Blittern aus, 
daher ergeben sich folgende Zahlen: 


2. basistherN 





hydro. Eiwera 
s8S8RSSB sSSSELISE 





Tabelle II. 





Von 100 Teilen Eiweif sind a — 





ubhydroly- hydrolysier- 
sierbar bar 


In Wurzeln .. 70 30 ; | ft Armino-N 
Stammen . 50 50 
Blattern .. 51 49 5 5 
Hiilsen ... 48 52 . 7 ns Pa. 
Samen.... 45 53 











Abb. 8. N-Fraktionen des hydrolysierten 
EiweiBes in % desselben. a) Wurzel. 
b) Achsenorgane. c) Blatter. 1. Amino- 


Die Beziehungen des durch Hy- aoe “@. Seema. 


drolyse entstandenen Aminosiiure- 

und basischen Stickstoffs als Funktionen des hydrolysierten EiweiBes 
dargestellt (Abb. 8) zeigen im Laufe der Entwicklung starke Schwan- 
kungen. 


3. Der Stickstoffumsatz, 


Die meisten Stickstofformen, auf die ganze Pflanze berechnet, 
zeigen ein stetes Ansteigen ihrer Menge wiihrend der ganzen Vegetation 
(Abb. 1 und 2), wihrend sie in den einzelnen vegetativen Organen nach 
dem Erreichen eines Maximums ein starkes Absinken aufweisen. Das- 
selbe Verhalten wurde meistens auch von anderen Forschern festgestellt 
und ist die Folge des Auswanderns aus den vegetativen Organen in die 
Samen. Besonders allgemein findet man diese Erscheinung bei ein- 
jahrigen Pflanzen. Nur die kutikulare Exkretion [Eperjessy (1940)] 
wirkt dabei noch geringfiigig mit, indem sie einen kleinen Anteil der 
Stoffe nach auBen abfiihrt. Dieser Anteil ist im Freilandversuch natiir- 
lich unbestimmbar, aber auch nicht wesentlich. 


Unsere Pflanzen nahmen den Gesamtstickstoff und auch die Aschen- 
bestandteile am Anfang der Vegetation rascher auf als sich durch 





60 G.v. Doby u. G. v. Fileky: 


Photosynthese Trockensubstanz bilden konnte (Abb. 1), was in der 
praktischen Pflanzenernihrung beachtenswert ist. 

Gehen wir nun auf den Umsatz der léslichen Stickstoffverbindunge n 
liber, so zeigt sich, daB das Nitrat schon von Anfang an rasch zu A»- 
moniak reduziert wird. Nach Mothes (1926, und zwar S. 540) soll 
Ammoniak unter natiirlichen Verhiltnissen nicht vorkommen. Dagegen 
konnten Sideris, Kraus und Young (1938) auch in mit Nitrat ernihrten 
Pflanzen stets Ammoniak bestimmen, sogar noch in den Spitzen der 
Blatter. Diese Mengen sind aber ebenso wie auch in unseren Versuchen 
immer gering und verschwinden in den Samen giinzlich. Die geringste 
Nitratmenge findet sich natiirlich zufolge der starken EiweiBsynthese 
in den Blittern. Es ist interessant, daB in den Samen doch noch immer 
eine minimale Menge Nitrat, 0,14°, des Gesamtstickstoffs, verbleibt, 
wohl infolge des Fehlens der Mitwirkung der Photosynthese (im Sinne 
Warburgs). Dagegen konnte das Ammoniak infolge der groBen Menge 
der stickstofffreien Verbindungen giinzlich in organische Bindung iiber- 
gehen. 

Die Umwandlung des Nitrats und Ammoniaks in lésliche organische 
Stickstoffverbindungen wird am besten gekennzeichnet durch das 
Verhdltnis des léslichen organischen Stickstoffs zur Gesamtmenge des 
organischen Stickstof{s (Abb. 6). Daraus erhellt, daB in der Wurzel nahezu 
verhiltnismaBig ebensoviel organische Ubergangstickstoffverbindungen 
gebildet werden als in den Stiéimmen. Dagegen ist das Verhiltnis der 
léslichen Verbindungen in den Blattern viel geringer, da sich hier diese 
Ubergangsverbindungen rasch in Proteine verwandeln. Nur gegen Ende 
der Vegetation, wenn alles den Samen zustrémt, steigt der Anteil des 
léslichen Stickstoffs auch hier ziemlich rasch an, da einesteils die Eiweil- 
stoffe in dieser Form aus den Blittern auswandern, andernteils diese, 
_als alte Organe, schon nicht mehr imstande sind, die Kondensations- 
reaktionen zu Ende zu fiihren (Mothes). 

Fiir den bekannten Zusammenhang zwischen Ammoniak und 
Amiden [s. z. B. Mothes (1926)] bieten auch unsere Versuche ein Beispiel. 
Dieser Zusammenhang erstreckt sich hier auch auf das Nitrat, welches 
sein Maximum zur selben Zeit erlangt (Tabellen VI und VII). 

In den Samen sind die léslichen Stickstofffraktionen fast vdllig 
zu Eiwei® kondensiert, daher fallen nur 5% auf den gesamtlislichen, 
1% auf den Amid- und 2% auf den Aminosiurestickstoff. 


Die basische Stickstofffraktion ist zur Erklirung des Stickstoff- 
umsatzes kaum heranzuziehen. Dieser Fraktion faillt bekanntlich der 
Stickstoff sehr heterogener Verbindungen zu, so von den Diamino- 
siiuren bzw. Hexonbasen, von aliphatischen und cyclischen Basen, 
von Alkaloiden usw. Diese verhalten sich im Stoffwechsel~ sowohl 
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chemisch wie physiologisch derart verschieden, da héchstwahrscheinlich 
dadurch verhindert wurde, einen weiteren SchluB aus den Angaben 
dieser Fraktion zu ziehen. Dennoch war die Bestimmung derselben, 
besonders im hydrolysierten Eiweif (s. spiter), nicht iiberfliissig. 
Nach Chibnall (1922) betrigt diese Fraktion durchschnittlich etwa 2°, 
des Gesamtstickstoffs. In unseren Pflanzen war der Anteil meist 
groBer, besonders in den Wurzeln mit 3 bis 4% und in den Stamm- 
organen, wo das Verhaltnis wahrend der Bliite bis auf 8% stieg; dagegen 
waren in den Blattern nur etwa 1,5°%, vorhanden. Nun verschwindet 
aber diese Fraktion am Ende der Vegetation gerade aus den Wurzeln 
und Stielen giinzlich, sichtlich auf dem Wege in die Samen, wo ihre 
Menge noch immer etwa 1%, betriigt, wihrend in den Hiilsen beinahe 
5°, verbleiben. 


Am augenfiilligsten ist in unseren Versuchen das Verhalten der 
Amide betreffs des Zeitpunktes ihres Maximums (Abb. 3) und gegeniiber 
den Aminosiiuren (Abb. 5). In den Blittern erscheinen sie in gréBter 
Menge schon zu Anfang des Bliihens, in den Achsenorganen erst zu 
Ende desselben. Dies steht im Gegensatz zu Boussingaults Befunden 
(Agronomie IV, 8S. 265, 1872), wonach Asparagin zur Zeit des Bliihens 
verschwindet. Die Maxima der Amide unserer Pflanzen finden ihre 
Erklarung in dem Verhiltnis derselben zu den Aminosiuren, bezogen 
auf die Gesamtmenge des léslichen Stickstoffs (Abb. 5). Aus dem 
hier zu Tage tretenden Antagonismus der beiden Gruppen von Ver- 
bindungen ist zu schlieBen, daB sich diese im Laufe der Vegetation 
durch Umaminierung und Amidierung bzw. Desamidierung ineinander 
verwandeln. Mothes (1926, und zwar 8S. 525) bemerkt zu der Rolle der 
Amide, daB es wiinschenswert wire, in dieser Hinsicht die Korrelation 
der Blatter und Achsenorgane eingehender zu untersuchen. Hierzu 
bieten unsere Versuche einen Beitrag. Es ist klar, daB die Amide hier 
Zwischenprodukte des Stickstoffwandels darstellen. 


Hierzu sind nun aber auch die Umwandlungen der HiweiBverbin- 
dungen heranzuziehen. Es zeigte sich (Abb. 4), daB sich auch der Eiwei’- 
stickstoff der vegetativen Organe zu irgendeinem Zeitpunkt der Vege- 
tation ansammelt, um dann stetig und stark abzufallen, eine Beob- 
achtung, die mehr oder weniger auch bei anderen Pflanzen zu ver- 
zeichnen war [z. B. Schulze und Schiitz, Hornberger, Emmerling Kosu- 
tiny, Chibnall, Mothes (1926, und zwar S. 488)]. Aber der Zeitpunkt 
der Maxima und iiberhaupt der Ablauf der Kurven ist sehr verschieden 
und scheint vor allem davon abhiingig zu sein, ob es sich um ein- oder 
mehrjihrige Pflanzen handelt. Z. B. zeigen die EiweiBmengen von je 
200 Blittern von Acer (Schulze und Schiitz) und von den Blattern je 
einer Sojapflanze miteinander verglichen folgende Zahlen: 
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Tabelle III. 





mg Stickstoff 
in den Blittern 
je einer Pflanze \ 
Soja hispida 


mg Stickstoff 
in 200 Blittern von 
Acer negundo 


Gesamt EiweiB | Gesamt Eiweiss 





. Anfang (Mai) der Entwicklung | 730 600 43 | 39 
2. Maximum | 1210 1130 142 | 136 
3. Ende (September) der Vegetation .. || 630 | 500 31 27 

Verhaltniszahlen. 
1,9 3,3 3,5 


23 || 4,7 


Das Verhiiltnis der Maxima zu Anfang und zu Ende der Vegetation 
ist in Acer stets etwa das Doppelte, wihrend sich diese Verhaltniszahlen 
bei Soja zu Anfang nahezu auf 4, zu Ende sogar auf 5 belaufen. Der 
Stickstoff wandert also bei der Sojapflanze in viel h6herem MaBe aus 
den Blattern als bei Acer. Der Spielraum der Stickstoffmengen scheint 
daher in der einjahrigen Pflanze viel extremer zu sein als in der mehr- 
jihrigen. Die Stickstoffmengen in der Sojabohne bezeugen iibrigens 
abermals das Leerwerden der Blatter an wertvollen Stoffen. 

Uber den Stickstoffumsatz der Pflanze erhalten wir weitere Auf- 
klirung, wenn wir beobachten, wie vielmal gréBer der Eiweistickstof{ 


als der lésliche Stickstoff in den verschiedenen Organen ist: 


Tabelle IV. EiweiBstickstoff als Mehrfaches des léslichen Stickstoffs. 





Organ R Il. Vv. 


Wurzeln 4 
2 1 lo 
Blatter , 


91 
9° 
a - 16 


Unter den vegetativen Organen zeigen die Blitter bei weitem das 
gréBte EiweiBiibergewicht, welches aber am Ende zum Verhiiltnis der 
Wurzeln und Stammorgane absinkt. In dieser Periode verwandeln 
sich nimlich die Proteine der Blatter in groBer Menge in lésliche, wan- 
derungsfaihige Verbindungen, oder bilden sich iiberhaupt nicht mehr. 
Im allgemeinen charakterisieren auch diese Zahlen den viel regeren 
Stoffumsatz der Blatter im Vergleich zu jenem der anderen vegetativen 
Organe. 

Die gréBten EiweiBansammlungen (Abb. 4) fallen in allen vege- 
tativen Organen mit jenen der Amide (Abb. 3) zusammen, was auf einen 
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Zusammenhang ihrer Umwandlungen schlieBen liBt. Sobald also die 
KiweiBmengen in den Bliittern zu sinken beginnen, zeigt sich eine 
kurze Ansammlung der Amide zu Anfang der Bliite; dasselbe stellt 
sich in den Stiimmen, zwar nicht so scharf, zu Ende des Bliihens ein, 
der Grund hierzu ist aber verschieden. 


Kurz vor der Bliite ist vom Héchstwert des Gesamtstickstoffs der 
ganzen Pflanze schon mehr aufgenommen als von der Trockensubstanz 
und dem Kohlenstoff (als MaB der Photosynthese, Abb. 1). Und eben 
zu dieser Zeit steigert sich der Verbrauch der Assimilate erheblich 
infolge eines mehrfach gesteigerten Stoffverbrauchs, wie das stiirkere 
Atmen zur Bliitezeit, der Verbrauch fiir die Cellulose der neuen Zell- 
wandungen, fiir andere Kohlenhydrate, fiir den Aufbau von EiweiB usw. 
Es muB sich also ein leichter Hungerzustand einstellen, am meisten 
natiirlich in den stark aufbauenden Blittern, wonach dann selbst- 
verstiindlich die Amide in den Blittern an Menge stark zunehmen 
(Abb. 3). Die Amide wandern dann in die Achsenorgane ab, wo sie 
natiirlich spiter anlangen, daher hier ihr spiteres Maximum. Nun 
iiberholt aber die Photosynthese allmihlich die Stickstoffaufnahme 
(Abb. 1) der ganzen Pflanze, wodurch der maBige Hungerzustand gestillt 
wird, was dann das starke Abfallen der Menge der Amide in den Achsen- 
organen zur Folge hat. Dieser Abfall hat demnach in den Blattern eine 
ganz andere Ursache als in den Stammorganen: Dort das Abwandern 
in die letzteren, hier die Umwandlung der Amide, und zwar hauptsiichlich 
in Aminosiiuren. Diese werden bekanntlich zum gréBten Teil in den 
Blittern synthetisiert, daher ihr fortwihrendes Ansteigen in allen 
Organen, im Gegensatz zu allen anderen Fraktionen. DaB die Eiweib- 
fraktionen immer zum selben Zeitpunkt ihr Maximum erreichen wie 
die Amide, hat seinen Grund darin, daB ihre Wanderung mit einem 
Lislichwerden, also dem Hydrolysieren, verbunden ist, bei welechem 
auch eine teilweise Umwandlung der Aminosiiuren ineinander, als 
Moglichkeit zur Veriinderung der Struktur der Proteine, zustande 
kommt. Dazu ist aber eben das Dazwischenschieben der Amide als 
Durchgangspforten der Umaminierungen nétig, deren Entstehung also 
durch den voriibergehenden leichten Hungerzustand geférdert wird. 


Durch enzymatische Hydrolyse des EiweiBes konnten wir den 
Beweis fiihren, daB dabei eine Strukturdnderung der EiweiBverbindungen 
vor sich geht. Das Verhiltnis der in dem Hydrolysat bestimmten 
Stickstofffraktionen zueinander war nimlich im Laufe der Entwicklung 
nicht konstant (Tabellen VI und VIT). Das Ergebnis dieser Verwand- 
lungen zeigt sich besonders klar am Ende der Vegetation in der Ver- 
schiedenheit der relativen. Mengen der Stickstofffraktionen in den ver- 
schiedenen Organen: 





G. v. Doby u. G. v. Fiileky: 


Tabelle V. 





= 


Art des Stickstoffs Blatter 


Hydrolysierbares EiweiB 
Ea TOUEAR aera an Peers GE CR i 


17 
| 33 


Der Unterschied zwischen dem Aufbau der EiweiBfraktion in 
Blaittern bzw. Samen ist augenfillig; einen Ubergang bilden die Hiilsen. 

Von den Beziehungen der Hydrolysate zueinander erhalt man 
einigen Einblick, wenn man die Anteile der hydrolysierbaren Eiweil- 
fraktionen an ihren Stickstofffraktionen darstellt (Abb. 8). Es zeigt 
sich, daB z. B. die Aminosturen und der basische Stickstoff einer fort- 
wihrenden Schwankung ausgesetzt sind und daB diese beiden Fraktionen 
sich zueinander antagonistisch verhalten. Daraus ist nun wieder der 
SchluB zu ziehen, daB diese beiden sich im Laufe der Vegetation in- 
einander verwandeln. Am lebhaftesten ist diese Umwandlung in den 
Organen des stirksten Umsatzes, in den Blittern, zu beobachten. An- 
gesichts dieses Zusammenhanges der beiden Fraktionen ist zu bedenken. 
daB die Fraktion der Aminosiuren chemisch ziemlich einheitlich ist. 
was dagegen bei der basischen Stickstofffraktion gerade nicht der Fall 
ist. Dennoch erscheint es wahrscheinlich, daB8 hierbei besonders die 
Diaminosiuren bzw. die Hexonbasen beteiligt sind. 

Vom tierischen Organismus ist es schon lingst bekannt, daB die 
Struktur der EiweiBkérper, besonders in gewissen Perioden der Ent- 
wicklung, Veriinderungen durchmacht. 

In Pflanzen wurden Anzeichen solcher Verinderungen auch schon 
beobachtet. So fand Mulay (1932) im Holz und in der Rinde der Sprossen 
einer Birnenart allmihliche Anderungen in der Menge der Stickstoff- 
fraktionen innerhalb 11/, Jahren. Die Differenzen sind in unseren 
Stammorganen von etwa ahnlicher GréBenordnung, jedoch viel kleiner 
als in den Blittern unserer Pflanzen. Aber die relativen Anderungen 
in unseren Versuchen sind viel gréBer. Kiesel und Kastrubin (1934) 
konnten mit dem Fortschreiten des Reifens von Weizenkérnern gewisse 
Anderungen in der Menge der Stickstofffraktionen, sowie einiger quanti- 
tativ bestimmter Aminosiuren feststellen. Sie werfen die Frage auf, 
ob wohl das Verhiltnis verschiedener EiweiBverbindungen zueinander 
einer Veriinderung ausgesetzt sei, oder aber das Verhiltnis der Amino- 
siuren innerhalb des EiweiSmolekiils, also die Struktur desselben. 
Mothes und Specht (1934) verzeichneten ein starkes Schwanken des 
Verhiltnisses S/N. In letzter Zeit, als unsere Untersuchungen schon 
im Gange waren, berichteten Alten und Haupt (1941) tiber Verschieden- 
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heiten einiger Stickstofffraktionen und Aminosaéuren im Laufe der Ent- 
wicklung der Kartoffelpflanze. Auch in ihren Versuchen. sind anta- 
gonistische Anderungen zu beobachten. 

In bezug auf unsere Angaben kann gleichfalls die Fragestellung 
Kiesels aufgeworfen werden, ob sich nur das Verhaltnis der EiweiB- 
verbindungen zueinander, oder jenes der Bausteine innerhalb des Molekiil- 
verbandes geindert habe. Letzteres erscheint angesichts des auffallenden 
Antagonismus wahrscheinlicher. 

Man kénnte voraussetzen, da zwischen den Mengen der freien, 
lislichen Stickstofffraktionen und jenen des hydrolysierten EiweiBes 
etwa quantitative Beziehungen bestehen kénnten; aber dies lieB sich 
nicht nachweisen. 

Das Verhiltnis der hydrolysierbaren zur unhydrolysierbaren 
EiweiBfraktion ist in den verschiedenen Organen abweichend. Von 
hydrolysierbarem Eiwei8 ist mehr als von unhydrolysierbarem in den 
Achsenorganen und Blittern, also in den Organen des stiirkeren Stick- 
stoffumsatzes vorhanden; ein umgekehrtes Verhaltnis besteht dagegen 
in den Wurzeln. Dieser Befund erweckt den Gedanken, ob die durch 
Pepsin-Trypsin hydrolysierbare Menge nicht etwa dem ReserveeiweiB, 
die unhydrolysierbare aber dem Plasmaeiwei8 beiliufig entspreche. 
Die Menge des hydrolysierbaren EiweiBes verliuft in den Stielen und 
Blittern gleichsinnig mit dem GesamteiweiB, wihrend das Unhydrolysier- 
bare abweicht, aber sich konstanter verhilt (Abb. 4). Am Ende der 
Vegetation sind in den verschiedenen Organen folgende Anteile des 
GesamteiweiBes an hydrolysierbarem Eiwei8 vorhanden: In den Wurzeln 
30%, in den Stammteilen 50%, in den Blittern 49°), in den Hiilsen 52%, 
inden Samen 55°,,. Es zeigt sich also, daB die Pflanze die gréBte Menge 
an hydrolysierbarem Eiwei8 (ReserveeiweiB ?) in den Samen ablagert, 
wihrend sie in den Wurzeln nicht nur absolut, sondern auch relativ am 
wenigsten davon beliBt. 

Zum Schlu8 méchten wir noch die Ausfiihrungen Stanley Austins 
(1935) erwihnen. Dieser Forscher trat der Frage niher, ob die vege- 
tative Entwicklung einer Pflanze durch das Wachsen der Frucht ge- 
hemmt werde oder ob andere Faktoren dafiir verantwortlich seien. 
Er untersuchte ihrer Bliiten beraubte und parallel normal belassene 
Sojapflanzen und fand, daB die verschieden behandelten Pflanzen sich 
ganz ahnlich entwickelten und der Stickstoffgehalt der Trockensubstanz 
in beiden Gruppen derselbe war. Aus diesem und mehreren anderen 
Befunden folgerte er, daB die weitere Entwicklung normaler Pflanzen 
nicht durch die Ausbildung der Friichte, sondern durch die eben zu 
dieser Zeit einsetzende Abnahme des Tageslichtes beeintrichtigt werde. 
Dieser SchluB erscheint ziemlich unnatiirlich. Zieht man aber Austins 
Angaben iiber die Stickstoffmenge, bezogen auf je eine Pflanze, heran, 
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so ist ersichtlich, daB in den vegetativen Teilen der normalen Pflat/.y 
viel weniger Stickstoff verbleibt als in den bliitenlosen. Aus dieser 
und anderen Befunden, sowie aus unseren eigenen Angaben kénnen \ir 
nur den SchluB ziehen, daB (obwohl an der Beeintrichtigung der \ei- 
teren Entwicklung die Dauer des Tageslichtes ohne Zweifel auch |e. 
teiligt ist) die Ausbildung der Frucht jedenfalls auch einen stark he. 
menden EinfluB ausiibt. 


Wir sind der Ungarischen Akademie der Wissenschaften fiir die materic||e 
Unterstiitzung unserer Versuche zu groBem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung, 


1. Im Freiland gezogene Sojapflanzen wurden in 5 Perioden der 
Entwicklung zwecks Feststellung ihrer Stickstoffbilanz untersucht. 

2. Dazu wurden in den abgetrennten Organen 10 verschiedene 
Stickstofffraktionen, sowie 4 des hydrolysierten EiweiBes, weiter die 
Trockensubstanz, der Kohlen- und Wasserstoff (als MaB der organischen 
Substanz) und die Asche bestimmt (Tabellen VI und VII). 

3. Die Stickstofffraktionen gréBeren Zahlenwertes, berechnet auf 
die ganze Pflanze, steigen bis zu Ende an, wahrend der lésliche Stickstoff, 
die Amide usw., vom Ende des Bliihens an abfielen. Dagegen zeigten 
alle Werte der einzelnen Organe, getrennt, ein Absinken zu Anfang 
oder Ende der Bliite, mit Ausnahme der Aminosiuren, welche stets an- 
stiegen. Alle Maxima erscheinen zuerst in den Bliittern, spiiter in den 
Achsenorganen. 

4. Die Anteile des léslichen Stickstoffs an Aminosiuren und 
Amiden zeigen ein entgegengesetztes Verhalten in allen vegetativen 
Organen, was auf eine Umwandlung ineinander hinweist. 

5. Die hydrolytischen Zahlenwerte der Eiwei®kérper beweisen 
eine stete Umwandlung derselben im Laufe der Entwicklung der 
Pflanzen. 

6. In dem durch Enzyme hydrolysierbaren Teil der Eiwei8kérper 
verhalten sich Aminosiuren und basischer Stickstoff antagonistisch 
zueinander. 

7. Auf Grund dieser Befunde wird ein UmriB des Stickstoff- 
umsatzes der Sojapflanze entworfen und das zeitweilige Anwachsen 
der Amide als die Folge eines kurzen leichten Hungerzustandes sowie als 
Moéglichkeit der Umwandlung der EiweiBkérper gedeutet. 
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Uber die Beschleunigung enzymatischer 
Dehydrierungsvorgiinge durch Hiimatin. 
Von 
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(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Kaiserlichen Universitat 
in Fukuoka, Japan.) 


(Eingegangen am 20. April 1943.) 


In der vorhergehenden Abhandlung haben wir gezeigt, dal die 
Reduktionswirkung von Wasserstoffperoxyd durch Eisenverbindungen 
beschleunigt wird (1). Dieser Befund wurde dabei dadurch erklirt, 
daB das Eisen auf den bei der Hydroperoxydspaltung frei gewordenen 
Wasserstoff aktivierend wirkt. Wenn dies der Fall ist, so miissen auch 
die Dehydrierungsvorgiinge im Orgahismus durch biologische eisen- 
haltige Substanzen beférdert werden. Wir haben daher in der vor- 
liegenden Arbeit die Wirkung von Hiamatin auf einige Dehydrasen 
untersucht. Es ergab sich, daB enzymatische Dehydrierung von Bern- 
steinsiiure, Milchsiure oder Glucose in saurem Milieu durch eine sehr 
geringe Menge Hamatin ziemlich stark beschleunigt wird. Im neutralen 
oder alkalischen Gebiet werden aber diese Dehydfierungsvorgiinge 
durch Himatin fast nicht beeinfluBt. 


I. Die Wirkung des Himatins auf die Succinatdehydrierung. 


Die Succinodehydrase wurde aus dem Muskel von Rind oder 
Frosch im wesentlichen nach der Vorschrift von Ohlsson (2) hergestellt 
und ihre Wirkung nach der Thunbergschen Methylenblaumethode 


Tabelle I. 


Inhalt des Rohres: 0,5 bis 2,0cem Enzymlésung + 1 cem 0,5%iger Kalium- 

succinatlésung +- 1 ccm Methylenblaulésung (1 : 5000),-+ 2 cem m/15 Phosphat- 

puffer + Hamatinlésung oder Alkalilésung von gleichem py + Wasser. Das 

Gesamtvolumen in jedem Rohre betrigt 8ccm. Rohr evakuiert. Versuchs- 
temperatur: 37°. 





Dehydrase aus Rindermuskel 





Hamati | Entfirbungs- | Entfirbungs 
matin pu der Lisung zeit pu der Lisung | zeit 


mg i Min. 


| - Dehydrase aus Froschmuskel 
i] 
i 


Hiimatin 


175 
145 
110 
110 
170 
175 


. 


0 6,6 
0,2 
0 

0,2 

0 

1,0 


‘~aty 


. 


ANNNO SD 
AROS 
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bestimmt. Das Himatin wurde vorher in einer méglichst kleinen Menge 
verdiinnter Natriumhydroxydlésung gelést und der Reaktionsmischung 
zugesetzt. 


Die enzymatische Succinatdehydrierung wird, wie die Versuche 
in Tabelle I zeigen, durch Zusatz einer geringen Menge Himatin be- 
fordert. Das in der obenerwahnten Weise dargestellte Enzympriparat 
ist aber nicht frei von oxytropen Beimengungen und das zugesetzte 
Himatin wirkt auf den Sauerstoff aktivierend. Um deshalb eine Stérung 
der Entfarbungserscheinung durch aerobe Succinatoxydation sowie 
durch umgekehrte Reaktion der Methylenblaureduktion zu vermeiden, 
ist besonders vollstiindiger AusschluB von Sauerstoff notwendig. Zu 
diesem Zwecke scheint ein einfaches Evakuieren ungeniigend zu sein. 
In den folgenden Versuchen haben wir ein speziell konstruiertes T'hunberg- 
sches Rohr angewandt und in ein Seitenrohr die Enzymlésung und in 
das Hauptrohr die andere Reaktionsmischung eingetragen. Nachdem 
die Luft im Rohr durch Einleiten von sauerstofffreiem Stickstoff véllig 
vertrieben war, wurden beide Lésungen gemischt. 


Tabelle Il. 


Das Rohr enthalt eine ahnliche Mischung wie bei den Versuchen in Tabelle I. 
Gas im Rohr: Stickstoff. 


Dehydrase aus Froschmuskel | Dehydrase aus Rindermuskel 








Entfirbungs- || be Entfairbungs- 


Himatin Himatin 


pu der Liégung zeit pu der Lésung zeit 


Min. 
6,8 105 
6.8 85 








Durch die unter den oben beschriebenen Bedingungen ausgefiihrten 
Versuche in Tabelle II wurde einwandfrei die beschleunigende Wirkung 
des Hiimatins auf die Dehydrierung festgestellt. Im Laufe dieser 
Untersuchung wurde gefunden, daB fiir eine genaue Bestimmung der 
Haimatinwirkung eine zu kurze Entfirbungszeit zu vermeiden ist. 
Die zweckmiaBigste Zeit scheint 40 bis 100 Minuten zu sein. Die Zeit 
mu8 durch Variieren der Enzymmenge reguliert werden. Wir haben 
dann den Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die Methylen- 
blauentfirbung untersucht (Tabelle ITI). 


Aus den Tabellen I und III geht hervor, daB die Aktivierung der 
Succinodehydrase durch Himatin nur in saurer Lésung erfolgt. Bei 
neutraler oder alkalischer Reaktion iibt das Hiimatin auf die Dehy- 
drierung keinen beschleunigenden Einflu8 aus. In einer Lésung von 
pu etwa 5 fallt ein Teil des Enzymproteins sowie des Himatins aus. 
Die Haimatinwirkung wird aber durch diese Fiillung nicht gestért. 
Wie oben erwihnt, wurden bei den Versuchen in Tabelle III variierte 
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Tabelle II]. Dehydrase aus Rindermuskel. 
Puffer: 3ccm m/3 Acetat-, m/15 Phosphat- oder n/10 Glykokollgemis:| 
Mb: leem. Gas im Rohr: Stickstoff. 





F & ; Entfiirbungs- ? | Entfiirbu: 
| Puffer zeit Hamatin —— Puffer zeit 


¢ up ‘ 
mg | Min. mg ad Min 


Himatin | 


0 5, Acetat | 85 es, Phosphat 
0,5 = 55 0,5 in 

0 é a 45 0 ” 

0,5 5,: 7 32 0,5 + 

0 ‘s 33 0 f Glykokoll 
0,5 6 25 0,5 
0 } Phosphat 70 ee 
0,5 es 60 0,5 ; 
0 3, ” 54 ihe | 9,6 35 
0,5 * , 37 | 0,56 | 9,6 35 








Mengen der Enzymlésung verwendet. Wenn die Versuche mit einer 
bestimmten Menge Enzym ausgefiihrt werden, so findet die Farbstoff- 
reduktion mit zunehmendem px-Wert verstirkt statt. Das Optimum 
liegt bei pu etwa 8,5. Dab diese py-Abhingigkeit der enzymatischen 
Succinatdehydrierung durch Zusatz von Hiimatin nicht beeinflulit 
wird, wurde bei einer Reihe von besonders angestellten Versuchen 
beobachtet. Die Abhingigkeit der Dehydraseaktivierung von der 
Himatinmenge wird aber in Tabelle IV gezeigt. 


Tabelle IV. Dehydrase aus Rindermuskel. 
Gas im Rohr: Stickstoff. 





Puffer : Glykokollgemisch. 
PH : 8,6 


Puffer : Acetat. Dy 25,4 Puffer: Phosphat. Py : 6,6 | 





Hiamatin Entfirbungszeit Himatin Entfirbungszeit | Hiimatin | Entfiirbungszeit 
mg | Min. mg Min. Min. 


182 0 | 41 32 
, 172 0,5 | 28 , 32 
‘ 52 1,0 24 g 32 
: 23 1,5 ee 32 


> 


Der Aktivierungsgrad der Succinodehydrase wird mit der Zunahme 
der Himatinmenge héher. Bei einem Zusatz von Hiimatin iiber 1,5 mg 
wird aber die Entfirbungserscheinung durch die braune Farbe von 
Himatin gestért. Unter 0,2mg Hamatin erfolgt eine schwache Be- 
schleunigung der Dehydrierung. 


II, Die Wirkung des Hiimatins auf die Lactat- und Glucosedehydrierung. 


Zur Darstellung der Lacticodehydrase wurden fein gehackte, von 
Fett befreite Schweineherzen nach dem Verfahren von Green und 
Brosteaux (3) zunichst mit Leitungswasser gewaschen und dann mit 
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Quarzsand und m/15 Phosphatpuffer von px 7 zerrieben. Die nach dem 
Zentrifugieren erhaltene Lésung wurde als Enzympriaparat verwendet. 
Um die Luft im Thunbergschen Rohr vollkommen zu vertreiben, wurde 
bei diesen Versuchen Kohlendioxyd eingeleitet. 


Tabelle V. 
Inbalt des Rohres: 1 bis 3 ccm Enzymlésung + 1 cem 0,5°%iger Kaliumlactat- 
jésung + 1 cem Mb + 3 ccm Puffer + Hamatin. Gas im Rohr: Kohlendioxyd. 





ntfarb - anit fii ‘ 
Haimatin PH der butte vote | Hamatin | px der Puffe — 
Lésung uuer : | Léeung uffer 
Min. mg | Min. 


5, Acetat 99 0 ,0  Phosphat 
5, 40 
6 


99 | 69 0,5 %? 
| Phosphat | 52 0 5 | Glykokoll 
5 , 


” 22 0,5 





6,£ oF 


Wie aus Tabelle V ersichtlich, wird auch bei der Lactatdehydrierung 
nur in saurem Milieu eine beférdernde Wirkung von Himatin beobachtet. 
In einer alkalischen oder neutralen Lésung findet, wie bei der Succino- 
dehydrase, keine Enzymaktivierung durch Hiimatin statt. Wir haben 
schlieBlich Aktivierungsversuche mit einer Glucosedehydrase durch- 
gefiihrt. Das Enzym wurde nach Harrison (4) aus Ochsenleber dar- 
gestellt. Acetonleber wurde mit Wasser verrieben und dann zentrifugiert. 
Die Fliissigkeit wurde mit Ammonsulfat gesittigt und der Niederschlag 
im Vakuum getrocknet. Zum Gebrauch wurde dieses Trockenpriiparat 
in m/15 sekundirem Natriumphosphat aufgenommen. Bei den Ent- 
firbungsversuchen wurden einfach evakuierte Rohre verwendet. 


‘ Tabelle YI. 
Inhalt des Rohres: 0,5 g Enzymlésung + 0,1 g Glucose + 3 ccm Puffer 
+ leem Mb + Hamatin. Rohr evakuiert. 





risers Pyatis = ~ Entfirbungs- ; on | Entfarbungs- 
Himatin ad Puffer zeit Himatin od Puffer zeit 
Min. mg Min. 


Acetat | 120 0 


7,1 | Phosphat | 90 
71 et Bae - 4 90 


Tabelle VI zeigt, daB das Himatin auf die Glucosedehydrierung 


eine aihnliche Wirkung wie bei der Dehydrierung von Bernsteinsiure 
und Milchsiure ausiibt. 
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In einer Reihe von friiher mitgeteilten Abhandlungen wurde 
gezeigt, da Sauerstoff durch ZusammenstoBen mit festen Kérpern 
angeregt wird und da8 diese Aktivierung ausschlieBlich auf einer Ober- 
flichenreaktion beruht (1 bis 6). Wir haben spiter diese Erscheinuny 
noch eingehender mit Hamoglobin untersucht und gefunden, daB die 
sauerstoffaktivierende Fihigkeit dieses Blutfarbstoffs durch Verinde- 
rungen seines Oberflaichenzustandes beeinfluBt wird, aber da sie 
vom Wechsel der Eisenvalenz im Farbstoffmolekiil unabhingig ist (7). 
Um festzustellen, daB eine solche Sauerstoffaktivierung in lebenden 
Organismen weitverbreitet ist, miissen auBerdem Versuche mit anderen 
biologischen Materialien ausgefiihrt werden. Zu diesem Zwecke wurden 
in der vorliegenden Arbeit zahlreiche Priparate aus verschiedenen 
tierischen Geweben sowie aus Hefe hergestellt und ihre sauerstoff- 
anregende Wirksamkeit sowie ihr Eisengehalt bestimmt. Zur Er. 
mittlung der katalytischen Aktivitit der Gewebepriparate wurde Luft 
vorher durch eine Schicht des Pulvers derselben durchgeleitet und so 
aktivierter Sauerstoff dann auf oxydierbare Substanzen einwirken 
gelassen. Die Versuche ergaben, daB zwischen dem Sauerstoffanregungs- 
vermégen und dem Eisengehalt dieser Priparate keine proportionale 
Beziehung besteht. Es ist dazu zu bemerken, daB ein aus Milz dar- 
gestelltes eisenreiches Priiparat sowie reines Cytochrom ¢ und b alle 
eine sehr schwache sauerstoffaktivierende Wirkung aufweisen. Dai 
auch bei ZusammenstoBen von Luft mit eisenfreien Stoffen angeregte 
Sauerstoffmolekiile entstehen, wurde von uns schon friiher nach- 
gewiesen (1) (4) (6). Auf Grund dieser Befunde kénnen wir schtieBen, 
daB das Eisen im Gewebe wenigstens fiir die Sauerstoffaktivierung 
durch Grenzfliichen keine wesentliche Bedeutung besitzt. In der Tat 
wird die katalytische Kraft der hergestellten Priparate durch Blausiure 
nicht bedeutend erniedrigt. Da die Aktivierung von Sauerstoff durch 
feste Kérper also als Reaktion an Oberflachen betrachtet werden kann, 
muB sie durch Narkotica ebenfalls gehindert werden. Diese Annahme 
bestitigte sich bei den Versuchen mit Urethan und Thymol. Wir haben 
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weiter bewiesen, daB, wenn die Schicht des Gewebepulvers mit einer 
kleinen Menge Photosensibilisator .bedeckt und Sauerstoff unter Be- 
strahlung eingeleitet wird, dieser viel stairker angeregt wird als im 
Dunkeln. Dies kann durch unsere Theorie der stufenweisen Aktivierung 
des Sauerstoffs (4) erklart werden. Die Sauerstoffaktivierung wird 
hingegen mit der Verringerung der Schichtdicke des Katalysators und 
auch mit der Verminderung der Geschwindigkeit der Lufteinleitung 
schwacher. SchlieBlich haben wir die Photoaktivierung des Sauerstoffs 
ausfiihrlicher untersucht und dabei beobachtet, daB diese Erscheinung 
durch Behandlung des benutzten Sensibilisators mit Narkotica betriacht- 
lich gehemmt wird. Wir konnten dadurch den Nachweis erbringen, 
daB die Sauerstoffanregung durch Licht in diesem Falle nichts anderes 
als eine Reaktion an der Oberfliche des Sensibilisators ist. 


Durch unsere bisherigen Untersuchungen wurde also einwandfrei 
bewiesen, daB im Gewebe der Sauerstoff durch die Grenzflichenreaktion 
aktiviert werden kann, und zwar ohne Vermittlung des Cytochrom— 
Cytochromoxydasesystems. Infolgedessen wire z. B. ein allgemein 
angenommenes Schema fiir ‘die Oxydation von Kohlenhydraten in 
tierischen Geweben folgendermaBen zu schreiben: 


/Diphosphopyridinnucleotid 
Substrat—< 


Triphosphopyridinnucleotid~ 


Flavinadenindinucleotid Cytochrom . 
Res. : : ; : —< : > — Sauerstoff. 
‘C,-Dicarbonsaure-Citronensaure Grenzflache 

Da aber im Organismus das Sauerstoffmolekiil durch Zusammen- 

stoBen mit den Grenzflichen in den Zellen zu einer metastabilen Form 

angeregt worden ist, ist es méglich, daB dieses angeregte Molekiil alsdann 

mit Cytochrom reagiert. Es ist ferner anzunehmen, da8 der inhalierte 

Sauerstoff durch Beriihrung mit Himoglobin bis zu einem gewissen 

Grade aktiviert wird; denn dieser Blutfarbstoff besitzt, wie wir friiher 

gezeigt haben (4) (6) (7), eine starke Sauerstoffaktivierungsfihigkeit. 

Der rechte Teil des obigen Atmungsschemas kann daher folgenderweise 
erginzt werden: 

/Cytochrom —Grenzflache. 
—< »— Hamoglobin—Sauerstoff. 
Grenzflache e 

Es wurde von uns bereits oft berichtet, daB bei der Sauerstoff- 

aktivierung durch Oberflichenreaktion fast immer metastabile Molekiile 

entstehen (1) (4) (6). Wenn in dieser Weise angeregte Sauerstoffmole- 

kiile und Wasserstoffdonatoren unmittelbar miteinander reagieren, so 

wird selbstverstandlich Wasserstoffperoxyd gebildet. Durch Entdeckung 
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der oben angegebenen Kette des Atmungsprozesses wurde folglich auch 
ein neuer Weg zur biologischen Hydroperoxydbildung aufgefunden. 

Sauerstoff wird bekanntlich durch Licht aktiviert. Sind dai 
Photosensibilisatoren beteiligt, so ist diese Erscheinung, wie oben 
erwihnt, eine Reaktion an Oberflichen derselben. Wahrscheinl|ich 
spielt eine solche Aktivierungserscheinung von Sauerstoff besonders 
bei den Oxydationsvorgiingen in Lebewesen ohne Himoglobin eine 
wichtige Rolle. Wir haben in den friiheren Arbeiten mitgeteilt, dai 
eine Bildung von Wasserstoffperoxyd in lebenden Zellen durch 
photochemisch erzeugten, metastabilen Sauerstoff hervorgebracht 
wird (8) bis (12). Durch Feststellung dieser Reaktion war ein anderer, 
bisher nicht bekannter Weg zur biologischen Hydroperoxydbildung 
dargelegt worden. 

1, 


Obwohl fiir die Aufstellung unserer Theorie der Sauerstoffakti- 
vierung durch Grenzflichen in den bisherigen Versuchen eine Reihe von 
anorganischen sowie biologischen Substanzen als Katalysatoren ver- 
wendet wurde, scheinen die Ergebnisse noch nicht als Beweis zu geniigen. 
da8 im allgemeinen in tierischen oder pflanzlichen Geweben der Sauer- 
stoff tatsichlich durch die Oberflichenreaktion angeregt werden kann. 
In der vorliegenden Untersuchung wurden deshalb zunichst Muskel- 
praparate aus verschiedenen Tieren bereitet und ihr sauerstoffanregendes 
Vermagen ermittelt. 

Zur Herstellung des Praparats wurde frisch entnommener Muskel mit 
Wasser gewaschen, bei etwa 100° getrocknet und pulverisiert. Die Bestimmung 
der Sauerstoffaktivierungsfahigkeit wurde im wesentlichen auf die friiher be- 
schriebene Weise (6) (7) durchgefiihrt. Die Luft wurde mit dem Gewebepulver 
zusammenstoBen gelassen und hierauf in einer Geschwindigkeit von vier bis 
fiinf Blasen pro Sekunde in eine Hydrochinonlésung eingeleitet. Der Katalysator 
wurde 10 mm hoch in einen Glasfilter von 12 mm Durchmesser eingefiillt vor- 
geschaltet. Das Gewicht des in dieser Weise eingefillten festen Kérpers war 
0,6 bis 0,8 g und die Dauer der Lufteinleitung stets 2 Stunden. 


Tabelle I. 





Chinon- | Chinon- Chinon- 

Muskelpraparat menge in | Muskelpriiparat| menge in Muskelpriparat § menge in 
von ecm n/1000 von | ecm n/1000 von ecm n/1000 
Thiosulfat Thiosulfat Thiosulfat 


Makrelenhecht 3,5 
Meerbrasse’. . . 1,3 
Rotbrasse ... 1,1 








Tabelle I zeigt, daB die Muskeln der angefiihrten Tiere alle sauer- 
stoffaktivierende Kraft haben. Die gefundenen Werte waren aber 
kleiner als erwartet. Bei einem weiteren Versuch haben wir gefunden, 





— 
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da der durch dasselbe Hiimoglobinpriiparat erzielte Sauerstoff 
anregungsgrad hier in Fukuoka bedeutend niedriger ist als in Formosa. 
Es wurde zuerst angenommen, daB diese Erscheinung auf einer Differenz 
der Natur des Substrats beruht. Wir haben daher nun verschiedene 
Handelspraparate Hydrochinon benutzt und die Oxydationsversuche 
wie tiblich angestellt. Dabei konnte jedoch kein befriedigendes Resultat 
erhalten werden. Es wurde dann untersucht, ob durch Vorbehandlung 
des Hydrochinons dessen Oxydierbarkeit erhéht werden kann. Zu 
diesem Zwecke wurde Hydrochinon unter verschiedenen Bedingungen 
mit einer Lampe bestrahlt. Doch auch bei den mit vorbelichtetem 
Substrat ausgefiihrten Versuchen wurden keine deutlichen Daten 
gewonnen. Wenn das Hydrochinon in einem Phosphatpuffer vom 
px etwa 7 aufgelést und Luft eingeleitet wird, so wird es, wie bei 
Fructose (4), leichter oxydiert, als in einer wisserigen Lisung. Die 
Substanz, welche hierbei aktiviert wurde, ist nicht Sauerstoff, sondern 
Hydrochinon. Unter Umstiinden, die eine zu starke Substrataktivierung 
hervorrufen, wird die Aktivitit des Sauerstoffs verdeckt und dement- 
sprechend ergaben sich keine einheitlichen Ergebnisse. Wir vermuteten 
schlieBlich, daB der Unterschied des Oxydationsgrades nicht auf die 
Natur des Substrats, sondern auf die des Sauerstoffs zuriickzufiihren 
ist. Es besteht nimlich die Méglichkeit, da8 in Formosa atmosphirischer 
Sauerstoff, der durch das starke Sonnenlicht sowie die hohe Temperatur 
bis zu gewissem Grade angeregt ist, vorkommt; denn Luftsauerstoff 
wird, wie schon von uns berichtet wurde (1) (4), leicht durch Bestrahlung 
aktiviert und die Lichtwirkung ist natiirlich von der Temperatur ab- 
hingig. In der Tat geben selbst in Fukuoka die Oxydationsversuche 
im Sommer viel héhere Werte als im Winter. Unter dieser Voraus- 
setzung haben wir nunmehr tiber das Gewebepulver eine Sensibilisator- 
adsorbatschicht von 5mm Dicke gelegt und in einer Entfernung von 
10 cm mit einer 100-Watt-Lampe belichtet. Zur Bereitung des Sensibili- 
satoradsorbats wurden 10 mg Eosin in einer kleinen Menge Aceton 
gelést, dazu 10g pulverisiertes Kieselsiureanhydrid zugesetzt und 
getrocknet. Luft wurde auf gewéhnliche Weise eingeleitet und dabei 
Vorsorge getroffen, da kein Licht in die Hydrochinonlésung gelangte. 
Wie aus Tabelle II ersichtlich, findet unter den obenerwihnten 
Versuchsbedingungen eine stirkere Sauerstoffaktivierung statt als bei 
den Versuchen in Tabelle I. Obschon ein besonders hoher Aktivierungs- 
grad bei einigen Tieren beobachtet wurde, kann die Ursache der Ver- 
schiedenheit der durch Bestrahlung erreichten Steigerung der Sauer- 
stoffanregung nicht deutlich erklirt werden. Vielleicht wird bei den 
Muskeln, welche ein verhiltnismaiBig groBes Anregungsvermdégen auf- 
zuweisen haben, der vorbelichtete Sauerstoff durch den darauffolgenden 
ZusammenstoB mit deren Oberflichen noch stiarker aktiviert. Da aber 





K. Yamafuji u. F. Yoshihara: 


Tabelle II. 








Chinon- || Chinon- | Chinor 
Muskelpriparat menge in | Muskelpriparat I menge in Muskelpriiparat | menge in 
von ecm n/1000 von | cem n/1000 von jcem n/1000 
Thiosulfat | Thiosulfat | Thiosultat 
i “a bahia . i] 


i 








30,4 Murmeltier . } Makrelenhecht | 6,7 
Sperlingspapagei | 2,5 i Meerbrasse...|| 13,1 
Drossel | 1,6 Rotbrasse ...|| 20,3 








bei den Experimenten in der Tabelle II in allen Fallen der Luftsauerstoff 
doppelt angeregt worden ist, handelt es sich bei dieser Erscheinung 
um eine stufenweise Aktivierung des Sauerstoffs (4). Wir mutmaBen, 
da8B an dem gewaltigen Wachstum von Pflanzen und Tieren in der 
tropischen oder subtropischen Zone durch Licht sowie Warme an- 
geregter Sauerstoff der Atmosphire speziell Anteil nimmt. 


In der mit Himoglobin ausgefiihrten Untersuchung haben wir 
beobachtet, daB die sauerstoffaktivierende Wirksamkeit desselben 
durch Verschiebung der Valenz des Eisens im Molekiil keine wesentlichen 
Anderungen erfihrt (7). Um die Beziehungen zwischen dem Eisen und 
der Aktivitét der Katalysatoren weiter zu verfolgen, wurde der Eisen- 
gehalt der bei den oben beschriebenen Versuchen verwandten. Muskel- 
praparate ermittelt. Die Bestimmung wurde nach der Methode von 
Kennedy und Elvehjem (13) (14) durchgefiihrt. 


Tabelle III. 








Muskelpriiparat | Eisengehalt Muskelpriiparat || Eisengebalt Muskelpriiparat || Risengehalt 
von 1 % von i % von i % 


| 0,0289 | Murmeltier .|| 0,0266 | Makrelenhecht|| 0,0136 
Sperlingspapagei | 0,0283 j; Ratte 0,0206 | Meerbrasse... | 0,0056 
D 1 | 0,0238 | Frosch 0,0136 | Rotbrasse ...| 0,0061 








Wenn man die Daten in Tabelle III mit denjenigen in Tabellen | 
und II vergleicht, so erkennt man, daB die Sauerstoffaktivierungs- 
fihigkeit der Muskeln von ihrem Eisengehalt fast unabhiingig ist. Hier 
konnte eine weitere Stiitze fiir unsere Meinung erhalten werden, daf 
fiir die Sauerstoffanregung durch Grenzflichen das Vorhandensein von 
Eisen nicht immer notwendig ist. 


Il, 


Im AnschluB an die obenerwihnten Ergebnisse ist es von Interesse, 
die katalytische Aktivitat der aus frischen Geweben isolierten organi- 
schen Eisenverbindungen zu untersuchen. Es wurde nun versucht, 
aus Milz eine eisenreiche Verbindung, das Ferritin, nach dem Verfahren 
von Kuhn, Sérensen und Birkofer (15) herzustellen. 
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Ochsenmilz wurde zerrieben und der erhaltene Brei (A) mit Wasser warm 
extrahiert. Der nagh dem Zentrifugieren zuriickgebliebene Riickstand (B) 
wurde verworfen und die Lésung auf 80° erhitzt. Das ausgefallene EiweiB (C) 
wurde abgesaugt und das Filtrat mit 30% Ammonsulfat versetzt. Der ab- 
geschiedene Niederschlag wurde in Wasser aufgenommen und dazu eine gleiche 
Menge 10%iger Cadmiumsulfatlosung zugesetzt. Obgleich dabei ein eisenreicher 
EiweiBkérper (D) gefallt wurde, konnten, wahrscheinlich auf Grund des Aus- 
gangsmaterials, Ferritinkristalle nicht gewonnen werden. Die Fraktionen A, 
B, © und D wurden nach der Trocknung pulverisiert. 


Tabelle IV. 





ss Prperet aus Mils: | 4 | B | Cc 
Chinonmenge in ccm n/1000 Thiosulfat | 11,5 7,8 5,3 
Kisengehalt in % ..............4% | 0,284 | 0,254 | 0,357 1,891 








Aus Tabelle IV geht hervor, da die Milz eine verhiltnismaBig 
starke Sauerstoffanregungskraft besitzt. Es ist bemerkenswert, dab 
die Fraktion D, trotz des hohen Gehalts an Eisen, eine sehr schwache 
Aktivitaét aufweist. 


Von groBer Bedeutung ist die Frage, ob Sauerstoff durch Beriihrung 
mit Cytochromen zu einem. metastabilen Molekularzustand aktiviert 
werden kann; denn es ist bekannt, daB die Sauerstoffaktivierung durch 
dieses Eisenproteid auf dem Valenzwechsel des Eisens im Molekiil 
beruht. 

Die Darstellung des Cytochroms b wurde im wesentlichen nach 
der Vorschrift von Yakushiji und Mori (16) ausgefiihrt. 

Backerhefe (A) wurde mit Essigither und Wasser versetzt und nach weiterem 
Zusatz von Ammoniak stehengelassen. Dieses Autolysat wurde mit einer kleinen 
Menge Aceton behandelt und die hierbei erhaltene Vorfallung (B) verworfen. 
Das rohe Cytochrom wurde durch Zusatz einer gréBeren Menge Aceton gefallt, 
in Wasser suspendiert und dann zentrifugiert. Der Riickstand stellt die Frak- 
tion C dar. Zur Reinigung wurde der iiberstehenden Lésung Kaolin hinzugefiigt, 
abgesaugt und hierauf dem Filtrat wieder stufenweise Essigsiure zugesetzt. 
Die zweite Fallung enthalt den gré8ten Teil des Cytochroms b. 


Tabelle V. 








Priparat.aus Hefe: | 








Chinonmenge in ccm n/1000 Thiosulfat | 1,0 | E 
Eisengehalt in %, | 0,0652 | 0,0876 


Darauf haben wir aus Herz nach der Angabe von Keilin und 
Hartree (17) Cytochrom c bereitet. 
Ochsenherz (A) wurde nach dem Zerreiben mit verdiinnter Trichloressig- 


sdurelésung gemischt, ausgepreBt und die Lésung mit Natriumhydroxyd neutra- 
lisiert. Der dabei entstandene Niederschlag (B) wurde abzentrifugiert und die 
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klare Lésung mit Ammonsulfat versetzt. Die Fallung (C) wurde entfernt wind 
die Lésung wieder mit Trichloressigsiure behandelt. Das erhaltene Cytochri ) , 


wurde mit Ammonsulfatlésung geschiittelt und dann zentrifugiert. 


Tabelle VI. 





Priiparat aus Herz: A B 





; ead Cc |Cytoch I 
Chinonmenge in ccm n/1000Thiosulfat | 1,0 [ae 9 
Eisengehalt in % | 0,0564 | 0 2 


8 Lo £3 
0465 279 0,292 


Im allgemeinen haben die aus Hefe oder Herz dargestellten Pri. 
parate, wie Tabellen V und VI zeigen, eine ziemlich geringe Fihigkeit. 
Luftsauerstoff anzuregen. Bemerkenswert ist hierbei vor allem die 
Tatsache, daB das Cytochrom, welches in der Lésung den Sauerstoff 
besonders stark zu aktivieren vermag, in festem Zustand eine ver- 
hiltnismaBig schwache sauerstoffaktivierende Wirksamkeit besitzt. 
Dadurch konnte ein weiterer Beweis gefiihrt werden, daB die Sauerstoff- 
aktivierung durch Grenzflichenreaktion von derjenigen, die auf dem 
Wechsel der Eisenvalenz in den Porphyrinverbindungen beruht, ganz 
verschieden ist. 


Il. 


Es wurde ferner die Abhingigkeit des Sauerstoffanregungsgrades 
von der Menge des Katalysators untersucht. 


Tabelie VII. 





Dicke der Gewebeschicht in mm: | 


Chinonmenge in cem n/1000 Thiosulfat | i 5,4 


Bei den mit Milzpulver angestellten Versuchen in Tabelle VII 
wurde gefunden, daB die Sauerstoffaktivierung mit der VergréBerung 
der Schichtdicke des Gewebes verstirkt wird. ‘ 


DaB der Sauerstoffanregungsgrad auch mit der Geschwindigkeit 
des Luftstroms gesteigert wird, ist aus Tabelle VIII zu ersehen. 


Tabelle VIII. 





~ Luftblasen pro Sekunde: | 





Chinonmenge in ccm n/1000 Thiosulfat 





Obwohl die Bewegung der Luft im Gewebe verhaltnismaBig langsam 
erfolgt, findet wahrscheinlich dort eine kraftige Oxydation statt, denn 
die oxydierbare Substanz wird in der Zelle auf derselben Grenzfliche. 
an der Sauerstoff angeregt wurde, verbrannt. 
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Weiterhin wurden mit den Priparaten aus Milz, Hefe sowie Herz 
Versuche tiber die doppelte Aktivierung des Sauerstoffs durch Licht- 
wirkung ausgefiihrt. Dabei wurde beobachtet, daB die deutlichsten 
Ergebnisse dann erhalten werden kénnen, wenn Luft iiber eine Mischung 
von Gewebepulver und Sensibilisator unter Bestrahlung iibergeleitet 
wurde, 

IV. 

Unserer Ansicht nach ist die Sauerstoffaktivierung durch feste 
Kérper auf eine QOberflichenreaktion zuriickzufiihren. Wird daher 
fester Katalysator mit irgendeinem Gift behandelt, so muB seine Aktivi- 
tit verringert werden. Zur Bestitigung dieser Annahme wurde 1 g 
Muskelpriiparat mit 1 cem Giftlésung versetzt, gut gemischt und nach 
dem Trocknen im Vakuum die katalytische Wirkung wie gewéhnlich 
ermittelt. Daim Verlauf der diesbeziiglichen Untersuchungen gefunden 
wurde, daB die Wirksamkeit der Gewebepriiparate -wihrend der Auf- 
bewahrung allmihlich vermindert wird, wurde bei diesen Versuchen 
ein neues Priiparat dargestellt. Zu diesem Zwecke wurde frisch aus 
einer getéteten Hausente entnommener Muskel, welcher, wie oben 
erwihnt, unter den benutzten Geweben das stirkste Aktivierungs- 
vermégen hat, im Vakuum iiber Schwefelsiure bei Zimmertemperatur 
getrocknet und dann pulverisiert. Das in dieser Weise hergestellte 
Priparat wies eine gréBere Aktivitét als Haimoglobin auf. 


Tabelle IX. 





Ce, hee ie ; | 
Unbe- || Blausiure | Thymol i} Urethan 
handelt || = i | — 
| lmol. m/100 | m/200 m/2000 || 1 mol. | m/10 
| | I 
Thiosulfat .............. } 29,7 || 12 | lt | 23,¢ 26,8 | 25,4 | 26,9 





Chinonmenge in ecm n/ 1000 | | 


Wie Tabelle IX zeigt, wird die Aktivierung von Sauerstoff er- 
warteterweise durch Blausiure, Thymol oder Urethan gehemmt. Es 
ist hierbei hinzuzufiigen, daB der Hausentenmuskel sogar nach der 
Behandlung mit 5m Blausiéure noch eine ziemlich starke katalytische 
Fihigkeit besitzt. Unsere Auffassung, da8 fiir die Sauerstoffaktivierung 
durch Oberflachenreaktion das Eisen im Katalysator keine Rolle spielt, 
konnte hier eine wichtige Stiitze erhalten. 


In der oben beschriebenen, unter Bestrahlung durchgefiihrten 
Untersuchung haben wir zufillig beobachtet, daB sich bei dem aus 
einer Acetonlésung von Eosin bereiteten Silikageladsorbat eine be- 
trichtlich geringere Sauerstoffanregung ergibt, als bei dem aus der 
wisserigen Lésung desselben hergestellten Adsorbat. Unter der An- 
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nahme, daB hierbei Aceton als Narkoticum wirkte, wurden nunmely 
die in Tabelle 1X angefiihrten Gifte in der obenerwihnten Weise uf 
den Sensibilisator einwirken gelassen. Zur Darstellung des zu benutzen- 
den Sensibilisators wurden 30 mg Eosin in einer kleinen Menge Wasser 
gelést, mit 10 g Silikagelteilchen gemischt und im Vakuum iiber Caleiun)- 
chlorid getrocknet. Dieses Eosinadsorbat wurde 1 em hoch in einen 
Glasfilter gefiillt und unter Belichtung die Oxydationsversuche «n- 
gestellt. Dabei wurde festgestellt, daB auch die Wirkung des Sensihili- 
sators, wie aus Tabelle X ersichtlich ist, durch Behandlung mit Blau- 
siiure, Thymol sowie Urethan bedeutend herabgesetzt wird. 


Tabelle X. 








| Unbe- | Blausiiure || = Thymol Urethan 
| handelt , 
janes Ym | m/10 |) m/200 | m/2000, 1m =| m 10 
Chinonmenge in cem n/1000 | 

TRIOMOUMNG 6.5 ee ess | 87,0 || 22,0 











| 
| 
j 
| 


31,9 || 17,0 | 19,8 | 13,4 | 27.3 


Der Ausgangspunkt unserer Untersuchungen iiber die Oxydations- 
vorginge im Organismus war der Befund, daB sich im Laufe der Meta- 
morphose des Seidenspinners die Katalasewirkung und Atmungs- 
intensitaét gerade umgekehrt verindern, und zwar so, da die erstere 
in der Zeit, wo der Sauerstoffverbrauch durch dieses Insekt ver- 
schwindend klein ist, am stirksten ist (18) (19) (20). Dieser Befund 
konnte damals durch die bekannten Theorien der biologischen Oxydation 
nicht befriedigend erklirt werden. Wir glaubten daher, daB Wasserstoff- 
peroxyd in lebenden Zellen auf noch unbekannte Weise entstehen 
miisse. Nach einer Reihe von Arbeiten [(21) bis (25)], die im Zusammen- 
hang mit der oben beschriebenen Beobachtung die Aktivierungs- 
erscheinung der Katalase in der Zelle behandelten, wurden schlieBlich 
von uns zwei neue Bildungsweisen des Wasserstoffperoxyds entdeckt. 
Die eine beruht auf einem photochemischen Vorgang [(8) bis (12)] und die 
andere auf einer ohne Cytochrom erfolgten Sauerstoffaktivierung [(1) bis 
(7)].  Beide sind Reaktionen an Grenzflaichen. Im Gewebe kann eine 
auBerordentlich kriaftige Anregung des Sauerstoffs durch die Ober- 
flichenreaktion allein hervorgerufen werden ; das Sauerstoffaktivierungs- 
vermégen von 0,7 g Muskelpulver entspricht demjenigen einer aus 
etwa 200 g Herz isolierten Menge Cytochromoxydase. Uber die Ergeb- 
nisse der enzymatischen Erforschung unseres Atmungsschemas wird 
spiter berichtet werden. 


Diese Untersuchung wurde auf Kosten des Unterrichtsministeriums fii 
wissenschaftliche Forschung ausgefiihrt. 





ma fu 


u. K. 
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Bemerkungen iiber das Verhiltnis 
von Myoglobin-Cytochrom und Cytochrom c. 
Von 
K. Pfeilsticker. 


(Aus dem Chemischen Untersuchungsamt der Stadt Stuttgart.) 
(Eingegangen am 19. Mai 1943.) 


In Gegenwart von Pyridin ist Myoglobin in der Lage, auBerordent- 
lich rasch molekularen Sauerstoff auf bestimmte oxydierbare Substanzen 
zu libertragen (1). Im Verlauf der Sauerstoffiibertragung wandelt sich 
die Anlagerungsverbindung des Sauerstoffs an Myoglobin, das Oxymyo- 
globin, zu oxydiertem Myoglobin-Cytochrom um. Die oxydierte Stufe 
des Myoglobin-Cytochroms ist der unmittelbare Triiger der Oxydations- 
wirkung. Die Umwandlung des Oxymyoglobins mit nur leicht, gewisser- 
maBen physikalisch gebundenem Sauerstoff zur eigentlichen oxydierten 
Stufe, wobei der Sauerstoff chemisch wirkt und das Sauerstoffmolek ii! 
zerfillt, ist also von besonderer Bedeutung. Schon Oxymyoglobin 
allein bildet freiwillig Metamyoglobin, die Umwandlung zur drei- 


wertigen Stufe wird aber durch Pyridin und einige andere stickstoff- 
haltige Substanzen sehr stark beschleunigt (1). Myoglobin-Cytochrom 
kann daher als Atmungsferment wirken. Rein chemisch ist diese Még- 
lichkeit ohne weiteres gegeben. 


Die Beobachtung natiirlicher Objekte ergibt aber einige Schwierig- 
keiten. Das c-Band des Myoglobin-Cytochroms liegt bei 552 my. Der 
c-Streifen ist schwiacher als die 6-Absorption. In den Zellen, in denen 
_ das Keilinsche 6,c-Cytochrom beobachtet werden kann, ist dagegen 
die Absorption ¢ starker als 6 und liegt bei 550 my. In Ubereinstimmung 
damit absorbiert aus Zellen isoliertes Cytochrom ¢ nach Keilin bei 
550 mp. Zur Unterscheidung soll dieses Cytochrom im folgenden nach 
der Lage seines Hauptabsorptionsstreifens als Cytochrom ¢s9 bezeichnet 
werden und entsprechend das erwihnte Myoglobin-Cytochrom c¢ aus 
Oxymyoglobin als Myoglobin-Cytochrom ¢;,. Im Gegensatz zu Myo- 
globin-Cytochrom ist Cytochrom cs, nicht befaihigt, molekularen Sauer- 
stoff zu iibertragen. Man kann sich daher fragen, welche Aufgahe 
Cytochrom ¢s9 hat und weiter, warum das in den Zellen beobachtete 
Band. bei 550 my. liegt und nicht bei 552 my. 


Stellt man die Umwandlung von Oxymyoglobin in oxydiertes 


Myoglobin-Cytochrom formelma8ig dar, so ergibt sich, daB dabei nur 


1/, des angelagerten Sauerstoffs verbraucht wird, da ein Fe-Atom 21 
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seiner Oxydation nur !/, O, erfordert, waihrend ein ganzes Molekiil O. 
angelagert ist. 

Myoglobin} Fe!! O, 2 >. ee Myoglobin-Cytochrom Fell! +.%/, O,. 

Dieser Sauerstoff muB bei der Reaktion frei werden, wenn sich 
keine Substanz in unmittelbarer Nihe befindet, die ihn aufnehmen 
kann. Myoglobin selbst kommt dafiir nur dann in Frage, wenn héchstens 
1), der reagierenden Myoglobinmenge mit Sauerstoff gesittigt ist. 
Sobald der Sattigungsgrad diesen Punkt iiberschreitet, muB der iiber- 
schiissige Sauerstoff nach der angegebenen Formel wieder frei werden, 
wenn er zweiwertiges Eisen in dreiwertiges tiberfiihren, d. h. wenn er 
iiberhaupt wirksam werden soll. 

_Hier ist nun Cytochrom c¢;, eingeschaltet. Eben weil dieses Cyto- 
chrom nicht direkt mit molekularem Sauerstoff reagiert, kann es den 
iiberschiissigen Sauerstoff aufnehmen, wenn Oxymyoglobin in die 
oxydierte Stufe des Myoglobin-Cytochroms iibergeht und dabei nur 
1/4 seiner angelagerten Sauerstoffmenge verbraucht. Voraussetzung 
fir die Oxydation von Cytochrom c ist nur, daB die treibende Kraft 
der Umwandlung des Oxymyoglobins in die oxydierte Stufe des Myo- 
globin-Cytochroms groB genug ist, daB der Restsauerstoff auf Cyto- 
chrom ¢sq tibertragen werden kann, obwohl dieses ein ziemlich positives 
Redoxpotential Hy = + 0,26 Volt hat. Wie Bechtold (2) gezeigt hat, 
wird reduziertes Cytochrom cs) in Gegenwart von Pyridin tatsichlich 
von Oxymyoglobin oxydiert. In Ubereinstimmung damit wird auch 
Hydrochinon oxydiert (1), das ein ahnliches Redoxpotential besitzt 
wie Cytochrom ¢s9. Dagegen ist Oxymyoglobin neben Pyridin fiir sich 
allein bestiindig. Das Freiwerden des Restsauerstoffs erfordert an- 
scheinend mehr Energie als sein Verbrauch fiir die Oxydation von 
Cytochrom ¢so. 

Ist der ausgefiihrte Gedankengang richtig, so 1iBt sich sofort eine 
Aussage tiber das optimale Mengenverhiltnis Myoglobin-Cytochrom 
zu Cytochrom ¢s,, machen. Wenn Myoglobin-Cytochrom nur !/, seines 
angelagerten Sauerstoffs fiir sich selbst verbraucht und 3/, an Cyto- 
chrom ¢s9 abgibt, so muB dreimal mehr Cytochrom cs. vorhanden sein 
als Myoglobin-Cytochrom. 

Damit findet die Tatsache ihre Erklirung, daB der Absorptions- 
streifen bei 550 mz des Cytochroms ¢59 bei natiirlichen Objekten stets 
viel stiirker ist als der Streifen b. Da andererseits die Absorption c 
des Myoglobin-Cytochroms bei 552 my schwicher ist als 6, so muB der 
Streifen bei 552 my. sehr viel schwicher sein als der bei 550 my, er geht 
daher véllig im Streifen bei 550 my. auf und ist neben diesem nicht mehr 
zu sehen. Es ist aber auseinanderzuhalten: Myoglobin-Cytochrom ¢59 
mit der Hauptabsorption bei 552 my. kann Sauerstoff anlagern und sich 
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in Oxymyoglobin umwandeln, Cytochrom ¢s, dagegen nicht. Zelleizen 
sind jedoch beide Cytochrome. Die vollstiindige Formel der Umwandliing 
von Oxymyoglobin in oxydiertes Myoglobin-Cytochrom lautet also. 
Myoglobin Fe!!O, +. 3 Cytochrom ¢,, Fel! oD. Soe 
Myoglobin-Cytochrom b, ¢s, Fe!!! + 3 Cytochrom ¢5 Fe!!. 


Die Oxydation von Oxymyoglobin und von Cytochrom ¢59 zu den 
dreiwertigen Stufen verliuft in einer gekoppelten Reaktion bei einem 
Mengenverhiltnis der beiden Verbindungen wie 1:3. Das Ausmai 
wird von der anwesenden Menge Pyridin (oder aihnlichen Substanzen) 
bestimmt, das damit den ganzen Vorgang steuert. Ist verhiltnismiifig 
viel Myoglobin neben wenig Pyridin vorhanden, so liegt der Hauptteil 
des Myoglobins unabhiingig vom eigentlichen Oxydationsvorgang ls 
reines Oxymyoglobin vor und dient dann als Sauerstoffspeicher. Geniizt 
dagegen die vorhandene Menge Pyridin fiir das gesamte Myoglobin, 
so kann kein Oxymyeglobin zu beobachten sein, solange die reduzierte 
Stufe von Cytochrom cs, anwesend ist, weil unter diesen Bedingungen 
Oxymyoglobin auf Cytochrom ¢s9 sofort oxydierend wirkt. 
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Uber die Verdaulichkeit von Tumorgewebe 
durch normale Enzyme. 
III. Mitteilung: 
Versuche zur Isolierung von Glutaminsiure auf enzymatischem Wege. 
Von 
H. Bayerle und G. Borger (zur Zeit Stabsarzt der Luftwaffe). 
(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 22. Mai 1943.) 


Die Gegenbeweise, die im Laufe der Jahre von verschiedenen Autoren 
gegen die bekannte Geschwulsttheorie von F.Kégl und H. Eraleben 
versucht wurden, bewegen sich bekanntlich in zwei Richtungen. Erstens 
wurden die Auswertungen und Folgerungen einer Kritik unterzogen. 
Es sei hierbei erinnert an Versuche, die die Kéglsche Betrachtungsweise 
des destruktiven Wachstums zum Ziel ihrer Kritik machten!, ferner an 
den groBen Fragenkomplex iiber die stereochemische Spezifitiit proteo- 
lytischer Enzyme und abgeleitete Fragen, die von der Kéglschen Theorie 
ihren Ausgang nahmen? und schlieBlich auch fiir und wider diese Theorie 
herangezogen wurden. Zweitens wurden aber auch von fast allen 
Bearbeitern die experimentellen Grundlagen selbst erheblich an- 
gezweifelt?. Die Einwiinde F. Kégls gegen diese kritisierenden Arbeiten 
sind bekannt. Es wurde entgegnet, daB ein Nichtbeherrschen der 
Methode oder die Anwendung einer ungeeigneten Methode vorliege, 
es wurden Griinde fiir die Schwierigkeiten bei der Isolierung der d-Glut- 
aminsiure (G.S.) aufgedeckt usw. Das letzte Wort haben jedenfalls 
F. Kégl und H. Eraleben mit ihrer kiirzlich erschienenen Mitteilung 
Uber die Bestimmung von d-Glutaminsiure in Tumorhydrolysaten 
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mit Deuterium als Indikator’‘!, die damit ihren fiinf Beweispunkien 
(siehe dazu die Aufzihlung von S. 282 der eben zitierten Arbeit) noch 
einen weiteren sechsten hinzufiigten. 


Wir werden demgegeniiber nachfolgend ein Versuchsergelnis 
bekanntgeben, das zwar liingere Zeit zuriickliegt und im Hinblick auf 
die iiberwiegend negativen Nacharbeitungen der Kéglschen Ergebnisse 
an Aktualitat verloren hatte, nunmehr aber vielleicht wieder ein gréBeres 
Interesse verdient. 


Unsere Versuche hatten das Ziel, Miingel, die in der Anwendung der 
HCl-Methode zur Hydrolyse der Tumorproteine liegen, zu iiberwinden. 
Bekanntlich wurde doch die Vermutung ausgesprochen, daB die Razemi- 
sierung der G.S. eine sekundire Folge der HCl-Hydrolyse sei. Eine 
andere Schwierigkeit war die. Mitabscheidung von Aschebestandteilen 
mit dem G.S.-Chlorhydrat und damit eine Vortiuschung einer Razemi- 
sierung, oder ein Verlust der etwa vorhandenen d-Form bei den 
Reinigungsaktionen. Ein anderer Einwand war, die' Abtrennung erfolye 
iiberhaupt nicht quantitativ und somit kénne die d-Form nicht in 
Erscheinung treten. Zwar wurden von einigen nicht bestiitigenden 
Autoren (Th. Wieland, E. Abderhalden) die Ausbeuten von F. Kéyl 
und H. Eraleben erreicht, doch bestand der Einwand weiter. Am schwer- 
wiegendsten war wohl die Feststellung (F. Kégl und H. Erzleben), dai 
die Abscheidung von 1-G.S. aus den Hydrolysaten eine selektive sei. 


Aus allen diesen Schwierigkeiten (iiber die bei Ubung der Methode 
zum Teil wohl hinwegzukommen war) ergab sich das naheliegende 
Bemiihen, auf die HCl-Methode zu verzichten und die nach Kégl und 
Eraleben fiir die Abscheidung der d-G.S. stérenden asymmetrischen 
Bestandteile auszuschalten. Die Arbeitsweise schien naheliegend. 
Man brauchte nur lingst bekannte Methoden fiir unsere Spezialfiille 
_ in Anwendung zu bringen. Wir konnten dabei iiberdies ankniipfen an 

die von F. Kégl und H. Eraleben bereits verwendete, von F. Ehrlich 
stammende Methode der Antipodentrennung mittels giirender Hefe 
und die von uns geiibte enzymatische Hydrolyse der Tumorgewebe 
oder Proteine. Wir versuchten also mit den bekannten, uns zugiing- 
lichen proteolytischen Enzymen eine soweit als nur méglich gehende 
Aufspaltung der Tumorproteine in die einfachsten Bausteine und eine 
Entfernung der natiirlichen Aminosiuren durch die Tatigkeit der wach- 
senden Hefe zu erzielen. Waren solche Versuche ohne gréBere Kom- 
plikationen durchfiihrbar, dann durften nur die im Tumorgewebe prii- 
formiert vorhandenen unnatiirlichen Aminosiuren zuriickbleiben. Man- 
nigfaltigkeit und Menge der Endprodukte der Proteolyse konnten damit 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 277, 251, 1943. 
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geringer geworden und die Abscheidung der d-G.S. erleichtert sein. 
Wir hatten damit bei gelungener Versuchsfiihrung nichts anderes getan, 
als F. Kégl und H. Eraleben in ihrer 2. Mitteilung, mit dem Unterschied, 
da jene Autoren mit einem G.S.-Rohkristallisat, gewonnen durch 
HCl-Hydrolyse, arbeiten, wir aber mit einer Mischung aus d-Amino- 
siuren, gewonnen durch enzymatische Einwirkung auf die Proteine. 
Zu beriicksichtigen wa hierbei: 1. MuBte jede sekundire bakterielle 
Titigkeit wihrend der unter Umstinden langen Gesamtversuchszeit 
vermieden werden. 2. Die anzuwendenden proteolytischen Enzyme 
durften selbst nicht Razemisierungen oder Transaminierungen ver- 
ursachen. 3. Die anzuwendenden proteolytischen Enzyme oder gar die 
girende Hefe durfte keine desaminierende Titigkeit auf die d-G.S. 
ausiiben. Eine bakterielle Tatigkeit war mit Leichtigkeit zu verhindern. 
Eine lange Gesamtversuchszeit war nicht zu vermeiden. Die einzelnen 
Phasen der Enzymeinwirkung aber dauerten meist nicht linger als etwa 
20 Std. Auch diese Zeit kénnte verkiirzt werden. Aber es kam uns ja 
bei unserer Fragestellung darauf an, eine Durchspaltung der Proteine 
zu erzielen. Substanzen, die sich zunichst als schwer lésliche Peptide 
erwiesen, wurden erneut der Enzymeinwirkung ausgesetzt. Dadurch 
resultierte eine Versuchszeit, die natiirlich unter Umstanden linger ist 
als die Passage durch den Verdauungstrakt des Tieres (Kéglscher Ver- 
such der Tumorfiitterung am Hund). Uber razemisierende oder trans- 
amidierende Fiahigkeiten des Pepsins und Trypsins ist uns nichts bekannt. 
Nach eigenen Kontrollversuchen brauchte mit dadurch bedingten 
Fehlern nicht gerechnet werden. Gefihrlicher ist die Anwendung von 
Nierenfrischextrakt. Eine Desaminierung glaubten wir dadurch aus- 
geschaltet zu haben, daB wir den Versuchsansatz weitgehend sauerstoff- 
frei hielten. Die Kontrolle durch Feststellung von O,-Verbrauch im 
Barcroft-Manometer bestitigte das Nichtvorliegen einer Desaminierung. 

Im folgenden Abschnitt findet sich die Beschreibung des experimen- 
tellen Materials. 


Versuchsbesehreibung. 


Aus der Leber eines menschlichen Carcinom-Falles wurden die Meta- 
stasen von den makroskopisch normalen Stellen sorgfaltig wegpripariert. 
Es wurden nur méglichst frische Partien verwendet. Eine véllige Ab- 
trennung der nekrotischen Teile ist bei diesen Objekten wohl fast un- 
méglich, es ist dies auch fiir diese Fragestellung belanglos. F. Kégl 
und H. Eraleben haben gegen C. Dittmar in einer eigenen Arbeit ja 
geltend gemacht!, daB die nekrotischen Partien, was den Gehalt an 
d-G.S. im EiweiB anbelangt, gréBenordnungsmaBig von den ent- 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 263, 107, 1940. 
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sprechenden normalen Stellen kaum unterschieden sind. (In der letzien 
Mitteilung dieser Autoren, Zeitschr. f. physiol. Chem. 277, 262, 2. Absatz, 
ist allerdings die Rede von einer Abtrennung der ,,allenfalls vorhande))., 
deutlich nekrotischen Teile‘). Das isolierte Tumorgewebe wurde also 
in einem Fleischwolf zerkleinert, mit der etwa fiinffachen Menve 
0,9° iger NaCl-Lésung versetzt, unter Hinzufiigung von Toluol etwa 
1/, Std. bei Zimmertemperatur geschiittelt und hierauf bei 0 bis 3° 24 Sid. 
stehengelassen. Dann wurde zentrifugiert und die iiberstehende Lésuiig 
mit der vierfachen Menge 96 °igen Alkohols versetzt. Der entstehende 
Niederschlag wurde mit 50% igem Alkohol mehrmals gewascheu, 
schlieBlich mit 96°%igem Alkohol, Alkohol-Ather (3:1) und Ather 
behandelt und das entstehende Trockenpriparat im Exsikkator iiber 
H,SO, getrocknet und gewogen. Der nach dem Zentrifugieren ent- 
stehende Riickstand wurde zunichst mehrmals mit 25°%%igem Alkohol 
gewaschen, dann in steigender Alkoholkonzentration und mit Alkoho!- 
Ather und Ather und im Exsikkator getrocknet. Nunmehr wurden beide 
Produkte, nimlich das urspriinglich in Lésung Gegangene, mit Alkoho! 
wieder Gefillte und der getrocknete Riickstand wieder vereinigt uni 
in der dreifachen Menge Wasser wieder aufgenommen. Es wurde 
nunmehr etwa 1/, Std. auf 90° erhitzt, um etwa noch vorhandene tumor- 
eigene Enzyme ausznschalten. Hierauf wurde das vereinigte Material 
erneut mit der vierfachen Menge Alkohol abgeschieden und mit Alkohol, 
Alkohol-Ather und Ather getrocknet. Das Trockenmaterial wurde in 
der Kugelmihle zu einem einheitlichen Pulver zermahlen. GréBere 
Bindegewebsfasern wurden durch Sieben abgetrennt, erneut gemahlen 
und dann wieder mit der Hauptmenge vereinigt. 

160 g des auf diese Weise gewonnenen Proteinmaterials wurden 
mit 750 ccm Wasser angeteigt, mit HCl auf px = 1,8 gebracht, 0,5", 
des Proteingewichtes = 0,8 g Pepsin zugegeben und auf 1000 ccm 
. Volumen gebracht. Die Konzentration des Pepsins (Cudahay) ist also 
0,8%/o9. Einwirkungszeit bei 37° = 24 Std. Das pu wurde wiahrend 
dieser Zeit kontrolliert und, wenn nétig, durch Hinzufiigen von Saure 
aufrechterhalten. Hierauf wurde 1/, Std. zentrifugiert (4000 Um- 
drehungen in der Minute). Dabei entstand ein Bodensatz (als Riickstand 
hinfort bezeichnet) und eine iiberstehende Lisung. Der Riickstand 
von der Pepsineinwirkung wurde mit Wasser gewaschen. Das Wasch- 
wasser wurde mit der iiberstehenden Lésung vereinigt und bei — 10° 
eingefroren und zuniichst aufbewahrt. Der Riickstand wurde mit 
Alkohol, Alkohol-Ather und Ather und im Exsikkator getrocknet und 
gewogen. Ausbeute = 43,5g. Nach dem Schema dieser 1. Pepsin- 
einwirkung wurde ein 2., 3. und 4. Mal verfahren, indem die jeweils 
resultierenden Riickstinde immer wieder mit Wasser verriihrt und mit 
0,5°% Pepsin bei px 1,7 bis 2,0 behandelt wurden. Es verblieben nach 
der 2. Pepsineinwirkung 10,9 g Riickstand (I), nach der 3. Einwirkung 
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5.1 g (IL) und nach der 4, Einwirkung 3,4 g (IIL). Die gesammelten 
und vereinigten tiberstehenden Lésungen, die bei — 10° aufbewahrt 
wurden, wurden nun mit NaOH auf pu = 5 gebracht, dabei entstand 
ein Niederschlag, welcher zentrifugiert, gewaschen und getrocknet 
wurde, Ausbeute = 10,1 g (Bezeichnung: Fillung I). Dieser Fallung I 
kommt eine besondere Bedeutung zu, weil sie eben das enzymresistente 
Produkt der Pepsineinwirkung auf das Protein darstellt. Sie wurde 
erneut in H2O aufgenommen und bei px = 1,5 zunichst 8 Std. bei 37° 
gehalten, dann wurde 0,5°,, Pepsin in Lésung hinzugefiigt und nun die 
Verdauung dieses Produktes durch die iibliche alkoholische Titration 
in entnommenen Proben verfolgt. Nach 24 Std. Einwirkung wurde 
zunichst das ungelést Gebliebene abzentrifugiert, getrocknet und ge- 
wogen. Riickstand = 3,1 g (IV). Die von diesem Riickstand getrennte 
Lésung wurde auf py = 5,0 gebracht und mit Alkohol ein Niederschlag 
(Fillung IT) gefallt, der nach Trocknung 0,8 g wog. Nach der Ent- 
fernung des Alkohols wird die verbliebene Lésung mit den schon oben 
erwihnten Lésungen der 1., 2., 3. und 4. Pepsinhydrolyse vereinigt. 
Die vereinigten Lésungen wurden daraufhin mit 0,5 g Papain (gelést 
in Wasser) versetzt. Auf eine Hinzufiigung von HCN als Papain- 
aktivator wurde verzichtet, weil die HCN in einer spiiteren Phase der 
Enzymeinwirkung hatte stéren kénnen. Versuchszeit = 18 Std. Es 
entstand eine neue Fiillung, die nicht isoliert wurde. Nunmehr wurde 
auf py = 8 eingestellt, wobei sich die Menge des flockigen Niederschlages 
vermehrte, und 1,0g Trypsin, mit Enterokinase aktiviert, zugegeben. 
(Das Trypsin, aus Schweinepankreas nach dem iiblichen Verfahren 
hergestellt, hatte folgende Wirksamkeit.\ Versuchsansatz: Volumen 
10,0 cem, darin enthalten 5 mg Trypsin in 1,0 cem H20O gelést, aktiviert 
mit Enterokinase, 5,0 ccm 6 °,ige Caseinlésung. Versuchsdauer 20 Min., 
Titrationsprobe = 2,0 ccm. Verbrauchte cem n/20 KOH = 0,87). Ver- 
suchszeit 18 Std. Der Niederschlag verschwand nicht. Wir iiberzeugten 
uns durch laufende Reststickstoffbestimmungen und Bestimmung des 
Carboxylzuwachses vom Fortgang der Hydrolyse. Nach etwa 8 Std. 
stand die enzymatische Einwirkung des Papains bzw. Trypsins still. 
Nunmehr wurden nach der Einwirkung des Trypsins 15 cem eines 
Nierenextraktes zugegeben. [ Bereitung: 1 g Kaninchennierengewebsbrei 
mit 2 Teilen Wasser 24 Std. bei 0° extrahiert, dann zentrifugiert und 
filtriert, dieser Extrakt ist peptidatisch auBerst wirksam. Versuchs- 
ansatz: Volumen 5,0 cem. 0,50 cem des auf das 20fache verdiinnten 
Extraktes. 1,5 cem d,1-Leucylglycin-Lésung (eine Standardlésung 
enthaltend 9.4g in 200cem) po = 1,80. Titrationsprobe 2,0 ccm. 
Versuchszeit = 1 Std. Verbrauch von cem n/20 KOH = 0,60). 
Auch die Einwirkung des Nierenextraktes, d. h. also der Peptidasen, 
wurde titrationsmaBig in entnommenen Proben verfolgt. Nach 60 Std. 
Einwirkung wurde die Reaktion unterbrochen. Nach 0 Std. wurde in 
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einer Titrationsprobe von 2,0 cem 6,19 cem n/20 KOH, nach 48 Std. 
9,80 com KOH, nach 60 Std. 10,17 com n/20 KOH verbraucht.  &s 
wurde nun der Niederschlag abzentrifugiert und getrocknet, die Ver- 
suchslésung auf py = 5,0 zuriickgesiuert und mit 4 Teilen 96 °,igen 
Alkohol versetzt. Es entstand dabei nur noch eine kaum nennenswerte 
Triibung. Beim Erhitzen einer kleinen Probe entstand keine Triibung 
Die nun vorliegende alkoholische Lésung wurde zum Sirup im Vakuum 
bei 40° eingeengt. SchlieBlich wurde der Sirup auf 100 com mit Wasser 
verdiinnt. Zur orientierenden Beurteilung, bis zu welchem AusmaB ein 
Abbau durch die aufeinanderfolgend einwirkenden Enzyme stattfand, 
wurde nun eine NH, N-Bestimmung in einer Probe der Lésung vor und 
nach einer 7stiindigen HCl-Hydrolyse durchgefiihrt. Es wurde ge- 
funden: Vor HCl-Behandlung in 1,0 cem = 6,11 mg NH2N, nachher 
28,83 mg NH,N. Beim lingeren Stehen der Lésung schieden sich Kri- 
stalle aus, die nur qualitativ untersucht wurden und sich als Leucin 
und Tyrosin erwiesen. Eine Isolierung oder quantitative Abtrennung 
wurde nicht angestrebt, vielmehr die Hauptlésung einem Hefegirversuch 
unterworfen!. Dieser Versuch wurde in der Brauereiversuchsstation in 
Miinchen durchgefiihrt. Wir sind Herrn Dozenten Dr. Enders zu groBem 
Dank fiir die Durchfiihrung dieser und ahnlicher Versuche verpflichtet. 

Nach der erfolgten Hefeeinwirkung zentrifugierten wir von den 
Hefezellen ab, wuschen einmal mit Wasser nach, behandelten mit Tier- 
kohle und engten im Vakuum auf 100, dann auf 50 cem, schlieBlich 
zu einem Sirup, ein. Im Laufe des Einengens schieden sich wiederum 
Kristalle aus, von denen wir 2 Fraktionen gewannen: Ein 1. Kristallisat 
= 7,09 g und ein 2. Kristallisat = 9,4 g. Aus dem Sirup schieden sich 
erst nach langerem Stehen bei 0° weitere Substanzen ab, die aber nicht 
isoliert wurden. An beiden Kristallisaten sowie im Sirup wurde fest- 
gestellt, ob noch durch Siure hydrolysierbare Peptidbindungen vor- 
‘handen sind. Dies war nicht der Fall. 

Das weitere Ziel war nun, den Nachweis zu erbringen, ob sich aus 
den Kristallisaten und aus dem Sirup G.S. als Chlorhydrat oder als 
freie Siiure isolieren lieBe und von welchem Drehungssinn diese G.S. 
sei. Zu diesem Zweck wurden die Kristallisate vereinigt und in 2 Hilften 
weiterverarbeitet. Ebenso wurde der Sirup in 2 Hiilften geteilt und 
weiterbehandelt. Die eine Halfte wurde jeweils mit HCl gesittigt. 
die andere nach weiterer Tierkohle- und Kupferoxydulbehandlung nach 
Einengen bei 0° aufbewahrt. 

Ta) Versuch der Abscheidung von Glutaminsdure aus den Kristall- 
saten. HCl-Behandlung. Die halbe Menge der Kristallisate, nimlich 6 g. 
wurde in der eben ausreichenden Menge heiBem H; O gelést und zunichst 
bei Zimmertemperatur, dann nach Abkiihlung auf — 4 bis 0° mit 
HC1-Gas gesittigt. Es wurde mit d,1-G.S.-Chlorhydrat angeimpft 


! Hefestamm ,,138 Rotterdamm neu“. 
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und bei 0° 2 Wochen aufbewahrt. Nachdem sich nichts ausschied, wurde 
zu einem diinnen Sirup eingeengt, erneut mit HCl bis zur Siattigung 
eingeleitet und angeimpft. Auch dabei schied sich, auch nach lingerem 
Stehen, kein G.S.-Chlorhydrat ab. 


Ib) Die Halfte des Sirups, welcher vor seiner Konzentrierung 
gleichfalls einer Cu,0-Behandlung unterworfen wurde, wurde bei 
4 bis 0° durch Einleiten H Cl-gesittigt. Es schied sich im Laufe des 
Einleitens und in den ersten Stunden NaCl ab, welches abfiltriert wurde. 
Von der Abwesenheit einer G.S.-Beimengung iiberzeugten wir uns. 
Nach weiterem Stehen, selbstverstiindlich bei HCl-Siattigung, schied 
sich kein G.S.-Chlorhydrat ab. 
II, Versuch der Abscheidung von freier Glutaminsdéure. Es wurden 
6 g des Kristallisats mit der anderen Hilfte des Sirups wieder vereinigt 
und 36 Std. mit Butylalkohol extrahiert. Es schieden sich dabei in 
der alkoholischen Phase Kristalle aus. Die wiisserige Phase, die die 
G.S. enthalten sollte, wurde zunichst zur Entfernung des Butylalkohols 
im Vakuum zum Sirup eingeengt, dann wieder auf ein gréBeres Volumen 
gebracht. Auch beim lingeren Stehen bei 0° und nach weiterem Ein- 
engen schied sich keine G.S. aus. Der Butylalkohol + Kristalle im 
Butylalkohol wurden mit HCl ausgeschiittelt, Butylalkoho] im Vakuum 
entfernt, die salzsaure Lésung zum Sirup eingeengt, mit HCl-Gas bei 0° 


gesiittigt. Auch in dieser Phase keine G.S. 


Es ist nun noch zu berichten iiber jene Proteine, die nach den Ein- 
wirkungen der verschiedenen Enzyme als Riickstand verblieben oder 
durch py-Verschiebungen und Alkoholbehandlung als Fillung resul- 
tierten. Es handelt sich um den Riickstand nach viermal wiederholter 
Pepsineinwirkung (Riickstand HII = 3,4g) und den Riickstand IV 
= 3,1 g. welcher nach der Pepsinbehandlung der alkoholunléslichen 
Fallung I entstand, ferner um die Fillung I] und III. Alle diese Proteine 
wurden vereinigt, zusammen 8,4 g, sie (ihre weitere Verarbeitung ist 
weiter unten erwihnt) erwiesen sich als unléslich bzw. schwer léslich. 
DaB es sich dabei nur um eine relative Unléslichkeit handelt, sieht man 
an der Pepsineinwirkung auf Fallung I, die ein pepsinresistentes Produkt 
darstellt. Man brauchte dieses enzymresistente Produkt nur von den 
Umsetzungsprodukten zu trennen, zu reinigen, neues Enzym hinzu- 
zufiigen und seine weitere, sogar gute Auflésbarkeit konnte beobachtet 
werden. Es sei aber betont, daB es sich nur um die Einwirkung des 
Pepsins handelt. Das Verhalten dieses relativ resistenten Produktes 
gegen andere proteolytische Fermente, z. B. Papain oder Kathepsin 
oder Peptidasen, ist im Rahmen dieser Untersuchungen nicht zu er- 
wahnen. Wir haben die oben erwihnten vereinigten Riickstinde und 
Fallungen noch einmal sorgfaltig gewaschen (in H,O aufgenommen, mit 
Alkohol wieder gefallt und getrocknet) und nunmehr einer H Cl-Hydro- 
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lyse unterworfen mit dem Ziel, G.S. zu isolieren, deren optisches Ver. 
halten studiert werden sollte. Ausgangsmaterial 6 g. Diese mit 30°) H (| 
7 Std. gelinde erhitzt. Die weitere Aufarbeitung erfolgte genau nach 
Angaben, die F, Kégl und H. Erzleben in friiheren Mitteilungen gemacht 
und neuerdings ausfiihrlichst in der Zeitschr. f. physiol. Chem. 277, 263 
gegeben haben. Eine Versuchsbeschreibung unsererseits eriibrigt sich 
aus diesem Grunde. Das Umfiillen des im Vakuum eingeengten Sirups 
erreichten wir durch umgekehrtes Einspannen des Kélbchens iiber dem 
HCl-Einleitungsgefi8. Ein Nachspiilen mit HO unterblieb, um keine 
Verdiinnung vorzunehmen. Dafiir blieb das EindampfgefiB iiber Nacht 
umgekehrt tiber dem Kélbchen oder Zentrifugenglas, das den mit H (| 
zu behandelnden Sirup enthielt. Entgegen den Beobachtungen Kéy!s 
mute zur Abscheidung des Chlorhydrats immer linger als 14 Tage 
(bei 0°) gewartet werden. Wahrend dieser Zeit wurde 6fters mit einem 
Glasstab angerieben und mit Impfkristallen versetzt. Auch aas Um- 
kristallisieren eines Rohproduktes geschah in iiblicher Weise und unsere 
Erfahrungen entsprechen den von Kégl und Erzleben |. c. geschilderten. 


Ausbeute roh = 0,504g, nach einmaligem Umkristallisieren = 0,434 g, 
Drehwert: [x]p = cee = 23,6. 
Analyse: Einwaage 3,660 mg Substanz ergeben 4,256 mg CO,; 2,153 mg H, 0; 
4,381 mg Substanz ergeben 0,296 ccm N, (25°, 729 mm). 
Gef.: C = 30,07, H 6,24, N 7,42 
Ber.: C = 32,70, H 5,55, N 7,64 (NaCl-Riickstand). 
Die Analysen wurden im Laboratorium der Bayerischen Akademie de1 
Wissenschaften von Herrn Geyer durchgefihrt. 
Das Produkt war also nach einmaligem Umkristallisieren nicht analysen- 
rein. Es wurde nochmals umkristallisiert. 0,350 g ergaben 0,308 g. 
Analyse: 3,471 mg Substanz ergeben 4,165 mg CO,; 1,78 mg H,0; 
4,31 mg Substanz ergeben 0,303 com N, (24°, 729 mm). 
Gef.: C = 32,73 H = 5,74 N = 7,91 
Ber.: C = 32,70 H = 5,55 N = 7,64. 
Nunmehr stimmten die Analysen und der Drehwert war: 
tp = 1,55 - 100 
5,0 
dem Lésungsmittel der 2. Umkristallisation vereimigt wurde, konnte 
nach der iiblichen Methode keine G.S. gewonnen werden. 


= 31,0. Aus der urspriinglichen Mutterlauge, die mit 


Diskussion. 


Aus dem im vorhergehenden Abschnitt dargestellten Versuchs- 
beispiel ist zunichst einmal in Bestitigung friiherer Versuche zu sehen, 
daB die Proteinasen Tumorgewebsproteine weitgehendst abzubauen 
vermdgen. Ein Einbau von d-Aminosiuren, wie er von F. Kégl und 
H. Eravleben nachgewiesen wird, vermag dies offenbar nicht zu be- 
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hindern. Somit ist — die Bestatigung der Kéglschen Grundexperimente 
durch andere Autoren vorausgesetzt — doch einigermaBen wahrschein- 
lich gemacht, daB eine stereochemische Spezifitat bei den Proteinasen 
im strengen Sinn nicht vorliegt. Eine exakte Entscheidung iiber diese 
fir die Enzymologie interessante Frage ist herbeizufiihren durch die 
Untersuchung eines als Proteinasesubstrat in Betracht kommenden 
Polypeptids, in welchem Bausteine der d-Reihe enthalten sind. 

Das Hauptziel der vorliegenden Studie aber, der Nachweis von 
d-G.S. im Tumorprotein durch Anwendung einer enzymatischen 
Arbeitsweise, war bisher nicht zu erreichen. Méglichkeiten des vélligen 
Verlustes der d-G.S. im Gang der Aufarbeitung, so da8 nicht einmal der 
qualitative Nachweis zu erbringen war, sind nach den oben erwiihnten 
Darlegungen kaum gegeben. An eine Ungeeignetheit des verarbeiteten 
Tumors im Sinne eines zufiilligen Fehlens oder eines nicht nennenswerten 
Gehaltes an d-G.S. ist kaum zu denken. Wire dies der Fall, dann wire 
schon aus diesem Grunde von vornherein der Wert der Kéglschen Vor- 
stellungen, da nicht allgemein giiltig, wesentlich vermindert. 

So bliebe also zur Erklirung fiir das negative Ergebnis nur iibrig, 
den Inhalt des SchluB8abschnitts der letzten Mitteilung F. Kégls und 
H. Erzlebens |. c. heranzuziehen. Dieser SchluBsatz lautet: ,,... wir 
hoffen jedenfalls, da8 nun die Zeit nicht mehr fern ist, in der negative 
Ergebnisse einer neuen Methode zur Bestimmung von G.S. nicht ohne 
weiteres als Kriterium fiir die Unrichtigkeit unserer Befunde heran- 
gezogen werden, sondern in der umgekehrt die Leistungsfihigkeit der 
Methode danach beurteilt wird, ob es mit ihrer Hilfe gelingt, auch die 
d-G.S. in Tumorhydrolysaten nachzuweisen.“ 

Wir aber hoffen, daB es uns durch die Untersuchung weiterer und 
anderer Tumorproteine gelingen wird, die Leistungsfihigkeit unserer 
Arbeitsweise zu zeigen. 








Uber die Vertriiglichkeit von synthetischem Fett 
aus Fettsiiuren mit 6 bis 12 C-Atomen. 
I, Die Darstellung des synthetischen Fettes und seine Spaltharkeit durch 
Pankreaslipase. 
Von 
H. Kraut, A. Weischer und R. Hiigel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie in Dortmund und dem 
Forschungslaboratorium des Treibstoffwerkes RheinpreuBen in Moers-Meerbeck.) 


(Hingegangen am 8. Juni 1943.) 


Fettsiuren aller Kettenlingen von der Propionsiure bis zu 20 und 
mehr Kohlenstoffatomen sind in den letzten Jahren durch Oxydation 
der Paraffine in gréBerem Umfang zugiinglich geworden!. Die héheren 
dieser Fettsiuren, von der Laurinsdiure bis zur Stearinsdiure, werden 
zur Herstellung von Seifen und Speisefetten industriell verwertet. Die 
niedrigeren Fettsiuren, die nicht mehr zur Seifenfabrikation dienen 
kénnen, sind bisher noch nicht zur Verwendung als Speisefett heran- 
gezogen worden; sie lassen sich neben der Darstellung durch Oxydation 
auch als Nebenprodukt der Benzinsynthese nach Fischer-Tropsch 
gewinnen. Fiir ihre Verwendung zu Speisezwecken laBt sich anfiihren, 
da8B in der Butter?, dem besten und bekémmlichsten Speisefett, 10 bis 
17° Fettsiuren enthalten sind, die weniger als 14 C-Atome haben, 
namlich . 

2,9—4,5°° Buttersiure, 
1,3—2,3° Capronsiure, 
1,0—1,9% Caprylsiure, 
1,0—1,5% Caprinsiure, 
3,6—6,4° Laurinsiure. 


Allerdings ist zu beriicksichtigen, daB die synthetischen Fettsiuren 
nebeneinander Kohlenstoffketten mit geraden und ungeraden Zahlen 
von C-Atomen haben, wihrend in den natiirlichen Fetten bekanntlich 
nur Fettsiuren mit geradzahligen Kohlenstoffketten vorkommen. Eine 
Trennung der synthetischen Fettsiuren in geradzahlige und ungerad- 
zahlige ist schwierig und auf keinen Fall bei der technischen Herstellung 
lohnend. Es schien daher erwiinscht, die Vertriglichkeit auch der 
ungeradzahligen Fettsiuren im Tierversuch zu priifen. Wir wahlten 


' A. Imhausen, Chem. Zeitg. 62, 213, 1938. — * D. Holde, Kohlenwasser- 
stofféle und Fette, 8. 803, 7. Aufl. Berlin, Springer, 1933. 
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dazu aus den durch Laugenwiische erhaltenen sauren Produkten der 
Fischer-Tropsch-Synthese das Gemisch der geradzahligen und ungerad- 
zahligen Fettsiuren von 6 bis 12 C-Atomen Kettenlinge. 


Larstellung und Eigenschaften der Triglyceride. 


Zur Gewinnung der Fettsiuren siuerte man zunichst die Wasch- 
lauge der Benzine der Fischer-Tropsch-Synthese mit 25 bis 50° iger 
Schwefelsiiure an, trennte die aus den Fettsiiuren bestehende obere 
Schicht ab und wusch sie mehrmals mit Wasser aus. Dieses Fettsiure- 
gemisch ist noch nicht rein. Zur Reinigung wurde im Vakuum bei 
12 mm destilliert. Die Fettsiiuren gingen von 88 bis 200° iiber. Der von 
165 bis 200° iibergehende Anteil ist verhiltnismaBig gering. Als Riick- 
stand blieb Saiurepech zuriick. Das Destillat ist farblos, es enthailt auBer 
Fettsiuren noch neutrale Reaktionsprodukte. Um diese zu entfernen, 
wurden die destillierten Siuren in Natronlauge gelést und die Laugen- 
lésung erschépfend mit Ather extrahiert. Die zuriickbleibende fettsaure 
Salzlésung wurde angesiuert und das so erhaltene Fettsiuregemisch 
noch einmal im Vakuum destilliert. Der Verlauf der Destillation eines 
derart gereinigten Fettsiuregemisches ist in Tabelle | angefiihrt. 


Tabelle I. Siedeverlauf eines Fettsauregemisches. 


Zur Destillation eingesetzt 2106 g. Durchschnittsmolekulargewicht 150. 





ie Gewicht | Gew.-% Aus- 

Siedepunkt. der | gangssubstanz Mol.- 

bal 13 am Fraktion | estillations- Gew. 
9C g verlauf = 100 


Angeniiherte Zusammensetzung 


87,5— 90 11,8 4 119 Wasser + Valeriansiure 

90 —107 42,4 ; 115,6 | Valeriansiure + Capronsaure 

107 —119 94,3 E 122,7. Capronsaure + Onanthylsaure 

119 -130  662,2 31, 133,6 | Onanthylsaure + Caprylsaure 
+ Pelargonsaure 

130. —145 738,0 35,1 144,2 | Caprinséure -+- Undekansaure 

145 —165 402,0 19,0 176.4  Caprinsiure + Undekansaure 
+. Laurinsaure 

165 —172 40,8 2,0 186,2. Laurinsaure +- Tridekansaure 

172 —188 59,5 2,9 207,2 Tridekanséure -+ Myristinsdiure 

188 —200 21,1 1,0 221,0 


Riickstand: 33,9 1,6 


Es ist aus dieser Siedeanalyse ersichtlich, daB der Hauptanteil des 
Siuregemisches auf die Siuren mit 7 bis 10 C-Atomen entfallt. Fiir 
die Veresterung mit Glycerin wurden die Fraktionen von 100° bis 
150° gewihlt. Sie enthalten je 12 bis 15°, Capron- und Pelargonsiure, 
und 30 bis 35°, Onanthyl- + Caprylsiure, wihrend Caprinsiure, 
Undecansiiure und Laurinsiure den Rest ausmachen. 


Biochemische Zeitschrift Band 316. 
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* 
Das Fettsiuregemisch enthielt meist nur geringe Mengen (bis zy 


6°.) ungesittigte Fettsiiuren, die durch Hydrierung in gesiittigte Fett. 
siiuren umgewandelt wurden. Geringe Spuren von Ketosiuren nd 
Oxysiuren verleihen den aus den Fettsiuren hergestellten Triglyceri jen 
einen unangenehmen, brennenden Geschmack, der sich durch Ad. 
sorption mit Tierkohle und Behandeln der Fette mit iiberhitztem Wasser. 
dampf vermindern, aber nicht ganz beseitigen lieB. Es gelang, die 
Oxysiuren, die nach der Hydrierung allein noch als Verunreinigung 
vorhanden sind, dadurch vollig zu beseitigen, daB das Gemisch der Fett. 
siiuren vor der zweiten Destillation mehrere Stunden im Vakuum erhitzt 
wurde. Dabei werden die Oxygruppen in Lactone oder in Fettsiiureester 
verwandelt, und diese bei der nachfolgenden Destillation infolge ilres 
héheren Siedepunktes von den Fettsiuren getrennt. Die Mehrzahl 
der Tierversuche ist mit Triglyceriden ausgefiihrt, die noch einen schwa- 
chen Beigeschmack hatten. 


Die Darstellung der Triglyceride erfolgte nach J. Bellucci und 
R. Manzetti! durch Erhitzen von Glycerin und Fettsiiuren im Vakuum. 
Die Glycerintrifettsiureester wurden wie iiblich gereinigt. Sie sind 
vollig farblose und geschmacklose Ole von folgenden Eigenschaften: 


Jodzah] 


Verseifungszah] 
Hydroxylzahl 
Mittleres Mol.-Gew. ............. 488 


Il, Spaltbarkeit durch Pankreaslipase, 
Zur Verwertung des Fettes im menschlichen und tierischen Or- 
ganismus sind 4 Faktoren von Bedeutung: 
1. Die Spaltbarkeit des Fettes im Verdauungsapparat. 
2. Die Resorption der Fettsiuren durch die Darmwand. 
. Die Verwendbarkeit im intermediiren Stoffwechsel. 


. Die Vertriiglichkeit, also das Auftreten oder Ausbleiben von 
unerwiinschten Nebenreaktionen. 


In der vorliegenden ersten Untersuchung wurde die Spaltbarkeit 
der synthetischen Fette durch Pankreaslipase gepriift. In den folgenden 
werden die Tierversuche mitgeteilt, die zur Priifung von Resorbier- 
barkeit und Vertraglichkeit angestellt wurden. 


1 Atti R. Accad. dei Lincei 20, I., 125, 503, 1911; Gazz. 42, II, 290 
(Chem. Zentralbl]. 1911, I, 8. 1047, 1811). 
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Auswahl der Versuchsbedingungen. 
Abhiangigkeit 
der Spaltung von der Natur der Siurekomponente. 


In der Literatur finden sich iiber die Abhingigkeit der Fettspaltung 
yon der Natur der Siiurekomponente folgende Angaben: A. K. Balls, 
M. B. Matlack und J. W. Tucker! untersuchten die Hydrolyse ver- 
schiedener Glyceride bei 0, 20, 30 und 40°. Dabei fanden sie eine starke 
Abhingigkeit der Spaltung von der Temperatur bei den héhermole- 
kularen gesittigten Triglyceriden im Gegensatz zu der der niedriger 
molekularen. Bei mittleren Temperaturen werden die Glyceride mit 
Fettsiuren von 7 bis 10 C-Atomen am schnellsten gespalten. Bei 40° 
werden auch die Ester der héheren Fettsiiuren gut gespalten. Eine 
wesentlich stiirkere Hydrolyse erfahren die Triglyceride ungesittigter 
Siuren. So verhilt sich Monoolein bei der Spaltung, als wenn es eine 
Siure mit 9 C-Atomen anstatt mit 18 C-Atomen enthielte. Desgleichen 
beobachtete Toyoki Ono2, daB Ester ungesittigter Siuren stiirker ge- 
spalten werden als die der gesittigten mit gleicher C-Anzahl. Die 
Ester von Fettsiuren mit verzweigter C-Kette werden langsamer 
gespalten als die mit normaler Kette?. 


Fiir die Verwendbarkeit der Fettsiuren mit 5 his 10 C-Atomen 
Kettenlainge erhebt sich nun die wichtige Frage, ob zwischen den Fetten 
aus Fettsiiuren mit geradzahliger und mit ungeradzahliger Kohlenstoff- 
kette ein Unterschied der Spaltbarkeit besteht. W. Keil, H. Appel und 
G. Berger * beobachteten bereits, da Cocosfett und ein synthetisches 
Fett. das Fettsiuren ungerader Kohlenstoffatomzahl enthilt, bei der 
Spaltung durch Pankreaslipase sich gleich verhielten. Das synthetische 
Fett gewannen sie aus den Fettsiiuren des Cocosfettes, indem sie diese 
Fettsiuren um eine C H2-Gruppe in der Kette verlingerten und die neuen 
Fettsiuren mit Glycerin veresterten. Untersuchungen dieser Art sind 
an Fettsiiuren mit niedrigerem Molekulargewicht bisher noch nicht aus- 
gefiihrt worden. Wir priiften daher nicht nur die Spaltbarkeit des, 
synthetischen Fettes aus den gemischten Fettsiiuren, im folgenden ab- 
gekiirzt als ,,synthetisches Fett‘‘ bezeichnet, wie sie bei der Fischer- 
Tropsch-Synthese anfallen, sondern fiir sich besonders die von Capron- 
siure-Triglycerid und Onanthylsiuretriglycerid. Zum Vergleich wurde 
die Spaltung von Tributyrin, Trilaurin und Tripalmitin herangezogen, 
sowie diejenige von 2 Speisedlen, nimlich Olivendél und einem kiiuflichen 
Salatél unbekannter Herkunft und Zusammensetzung. SchlieBlich 


* J. of biol. Chem. 122, 125, 1937/38. — ? J. agric. chem. Soc. Japan, 
Bull. 16, 29—30, 1940. — ? L. Morel u. E. Terroine, C. r. Acad. sci. 149, 236. 
1909. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 257, I—III, 1939. 


q* 
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interessiert noch die Frage, ob: die Beimischung von Oxysiuren in de 
noch nicht vollstindig gereinigten synthetischen Fett die Spaltbarkeit 
beeinflusse. In den Untersuchungen. von S. 8. Weinstein und A.V. 
Wynne! und von G. Pamfil und M. Maxim? haben sich namlich (yy. 
siiuren (und Ketone) als starke Hemmungskérper fiir die Wirksamkeit 
der Pankreaslipase erwiesen. 

Wir fiihrten daher den Vergleich der Spaltbarkeit mit folgenden 
Fetten durch (Tabelle I): 
Tabelle II. 





C-Zahl der 
Nr. Fett | Kohlenstoffkette | Bemerkungen 
der Fettsiuren | 


Buttersduretriglycerid ........ 


1 + 
2 Capronsiauretriglycerid ........ 6 
$ nanthylsauretriglycerid ...... 7 
4  ,,Synthetisches Fett“ ......... 6—12 


a) vollstandig gereinigt 

b) noch oxysaurehaltig 
5 Laurinsauretriglycerid ........ 12 
CE Eos | Meee rie GN. (ier esa errr 


Salatél Hauptsichlich ungesittigt 
Fettsiuren unbekannter 
Palmitinsiuretriglycerid ....... 16 am tee eae 


Wasserstoffionenkonzentration. 


Fiir unseren Zweck war es notwendig, die Bedingungen der Spaltung 
méglichst an diejenigen des Verdauungsapparates anzupassen. Die 
Spaltung beginnt schon im Magen bei stark saurer Reaktion unter de: 
Einwirkung der Magenlipase. Sie ist aber nur geringfiigig, so daB wir 
auf besondere Versuche mit Magenlipase verzichtet haben. Dagegen 
schien es zweckmibig, die Versuche mit Pankreaslipase auch bei schwach 
saurer Reaktion (px 4,7) auszufiihren, da dies unter physiologischen 
Bedingungen des éfteren vorkommt. Im allgemeinen herrscht im Darm 

eunter dem Einflu8 des Pankreassaftes schwach alkalische Reaktion. 
die zugleich die optimale Bedingung fiir die Wirksamkeit der Pankreas- 
lipase ist. Ofters wird der Speisebrei im Laufe der Spaltung durch die 
Freisetzung von Fettsiuren wieder schwach sauer. Wir schlossen uns 
daher an die schon von R. Willstdtter, E. Waldschmidt-Leitz und 
F. Memmen angewandte Dreiteilung der Versuchsbedingungen an und 
priiften die Spaltung bei gleichmiBig alkalischer Reaktion vom px 8.9, 
bei anfianglich alkalischer, durch die Spaltung selbst allmahlich sauer 
werdender Reaktion und schlieBlich bei gleichmaBig saurer Reaktion 
von py 4,7. 


1 J. biol. Chem. 112, 649, 1935/36. — 2 Klin. Wochenschr. 17, 1651. 19338. 
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Aktivierung und Hemmung. 


Bekanntlich sind die Lipasen in ihrer Wirksamkeit sehr von den 
Begleitstoffen abhiingig, durch die sie sowohl aktiviert, wie gehemmt 
werden kénnen. Unter den natiirlich vorkommenden Begleitstoffen 
spielen im Darm eine besonders groBe Rolle die Kalksalze, die Gallen- 
siuren und die Albumine. Fiir die Olivendlspaltung fanden R. Will- 
stitter, E. Waldschmidt-Leitz und F. Memmen' folgende Begleitstoff- 
wirkungen : 

Im alkalischen Medium wirken Natriumglykocholat, Albumin und 
Calciumehlorid auf die Spaltung aktivierend. Eine stirkere Aktivierung 
wurde durch Kombination zweier oder dreier Aktivatoren (Albumin 
+ Caleiumehlorid, Albumin + Natriumglykocholat und Albumin + Na- 
triumglykocholat + Calciumchlorid) erzielt. Im sauren Milieu wurde 
keine Aktivierung durch Zusiitze beobachtet; Calciumchlorid war auf 
den Spaltungsverlauf ohne Wirkung, Natriumglykocholat, Albumin und 
Olsiure hemmten deutlich. 

Fiir die Fette mit anderen Fettsiiuren sind derartige Versuche noch 
nicht ausgefiihrt worden. 

Um festzustellen, wie weit die Spaltprodukte hemmend auf die 
Enzymreaktion einwirken, stellten Willstdtter, Waldschmidt-Leitz und 
Memmen bei der Bestimmung der Pankreaslipase Versuche mit Zusatz 
von Olsiiure (Substrat: Olivenél) an. Auch dies konnte fiir die Ausnutz- 
barkeit der synthetischen Fette von Bedeutung sein. Daher priiften 
auch wir in einer besonderen Versuchsreihe, wie weit die Spaltung des 
synthetischen Fettes durch die Gegenwart der freien Fettsiuren ge- 
hemmt wird. Wir setzten dazu so viel freie Fettsiure zu, wie in dem 
vorangehenden Spaltungsversuch mit denselben Aktivatoren ohne 
Zusatz von freier Fettsiure entstanden war. 

Unsere Versuche wurden bei 30° ausgefiihrt, um die Vergleichbarkeit 
mit den Willstdtterschen Versuchen zu erhalten. Hatten wir héhere 
Temperaturen verwendet. so wiire die Spaltung der héhermolekularen 
Fette sicher relativ gréBer gewesen. : 


Bestimmungsmethode der Spaltung. 


Fir die Spaltungsansitze hielten wir uns genau an die von R. Will- 
stitter, E. Waldschmidt-Leitz und F. Memmen gegebene Vorschrift. 

Als fettspaltendes Enzym diente in allen Fiillen ein Glycerin- 
extrakt aus Schweinepankreastrockenpulver, der nach der Vorschrift 
von R. Willstdtter und E. Waldschnidt-Leitz2? gewonnen wurde. 1 ccm 
dieses Extrakts enthielt 0,7 L.-E. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 125, 93, 1923. — * Ebenda 125, 132, 1923, 
und zwar S. 150. 
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1. Spaltungsversuche bei wechselndem py. Der Ansatz, bestehend ays 
* s00 Mol Glycerinfettsiureester, 0,1 cem Glycerinextrakt, 4ccm Wasser, | cr 
Puffer (in lceem Puffer: 0,833 com n Ammoniak + 0,67 cem n Ammonium. 
chlorid, py = 8,9 bei 30°) und den jeweiligen Aktivatoren und Hemmsto/fep, 
wurde 3 Min. kraftig mit der Hand geschiittelt und dann 57 Min. im Thermo. 
staten bei 30° aufbewahrt. Zur Titration wurde der Inhalt des Ansatzko|hens 
auf 75 cem mit Alkohol aufgefillt, mit 10 cem Ather und 6 Tropfen einer 1°, iven 
alkoholischen I4sung von Thymolphthalein versetzt und dann sofort mit einer 
n/2 alkoholischen Kalilauge auf einen deutlich blauen Farbton titriert. 

2. Spaltungsrersuche bei konstant alkalischem py. Versuchstemperatur 
und Versuchsdauer waren die gleichen wie in der ersten Versuchsreihe. Der Ansatz 
setzte sich folgendermaBen zusammen: !/59, Mol Fett, 0,1 com Glycerinextrakt, 
4,9 ccm Wasser und 2,5 ccm Puffer (in 2,5 ecm Puffer: 0,84 ccm 5 n Ammoniak 
+ 1,66cem 5n Ammoniumchlorid, py = 8,9). Anschiitteln des Ansatzes und 
Titration erfolgte wie oben. Nur wurde diesmal mit einer 1,5 n alkoholischen 
Kalilauge titriert. 

3. Spaltungsversuche bei konstant saurem py. Die Anderung gegeniiber der 
vorhergehenden Methode bestand darin, da8 dem Ansatz diesma] 1 ccm Natrium.- 
acetat-Essigsiure-Puffer (in lecm Puffer: 0,5 ccm n/2 Essigsiure + 0,5 com 
n/2 Natriumacetat, py = 4,7) zugesetzt und mit einer n/10 alkoholischen Kali. 
lauge titriert wurde. 


Ergebnisse der Spaltungsversuche. 


Die Ergebnisse der drei Versuchsreihen sind in den Tabellen III 
bis V dargestellt. Sie lassen erkennen: 


1. Spaltung bei wechselndem px. 


a) Die hydrolytische Spaltung ist fast stets um so gréBer, je kleiner 
das Molekulargewicht des zu spaltenden Substrats ist. Der Unter- 
schied zwischen Tributyrin, Capronsiure- und Onanthylsiureester ist 
minimal. 


b) Caleiumchlorid und Natriumglykocholat als Einzelaktivatoren 
zugesetzt, wirken in Ubereinstimmung mit den Willstdtterschen Beob- 
achtungen stets aktivierend. Albumin hemmt bei Capron- und Onanthy|- 
siiureester und ist ohne Wirkung bei dem ,,synthetischen Fett“. 


c) Die verstirkte Aktivierung durch eine Kombination zweier oder 
dreier Aktivatoren ist vornehmlich bei Olivenél festzustellen. Die 
Kombination Calciumchlorid + Albumin wirkt sonst fast immer 
schwiicher oder héchstens gleich stark wie Calciumchlorid allein. Die 
Kombination von Calciumchlorid + Natriumglykocholat + Albumin 
ist den einzelnen Aktivatoren zwar nicht wesentlich tiberlegen, ergibt 
aber doch die héchsten beobachteten Spaltungen. Nur beim Trilaurin 
ist Natriumglykocholat allein etwas wirksamer. 


d) Der Zusatz des Spaltungsproduktes Fettsiure hemmt in jedem 
Fall die Hydrolyse. 


t 
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Tabelle III. Spaltung in Prozent bei wechselndem pq. 
(Jeweils sind Doppelbestimmungen ausgefiihrt.) 





Zusitze 


Buttersiure- 
ester 
Trilaurin 
Olivenél 
,, Salatél‘* 
Tripalmitin 


gereinigt 


Capronsiure- 
| ester 
Onanthylsiiure 


Ohne Zusitze 


ww oo 


Calciumchlorid ! 


Natriumglykocholat ? 


wt 


— 


Albumin * 


Caleiumchlorid + Natriumglyko- 
cholat * 18 


. 


Caleiumchlorid + Albumin® .... a i 


Calciumchlorid + Natriumglyko- 20 15 
cholat + Albumin ® 15 


| 6 7 
6 6 


Calciumchlorid + Natriumglyko- { | 10 6 12 
cholat + Albumin + Fettsaure® | 9 6 10 


1 Zu Ansatz: 0,3 cem 2 %ige Calciumchloridlésung. —- * Zu Ansatz: 0,5 ecm 4° ige Natrium- 
glykocholatlésung. -— * Zu Ansatz: 0,3 cem 3%ige Albuminlésung. — * Zu Ansatz: 0,5 cem 
2%ige Calciumchloridlésung + 0,3cem 4°%ige Natriumglykocholatiésung. — * Zu Ansatz: 
0.3 ccm 2%ige Calciumchloridlésung + 0,3 cem 3 %ige Albuminlésung. — * Zu Ansatz: 0,3 ecm 
2%ige Calciumchloridlésung + 0,3cem 3°%ige Albuminlésung + 0,3cem 4°%ige Natrium- 
glykocholatlésung. — * Zu Ansatz: 0,5cem 4°%ige Natriumglykocholatlisung + diejenige 
Fettsiuremenge, die bei den Spaltungsversuchen mit den gleichen Zusatzstoffen ohne Fett- 
siure frei wurde. — * Zu Ansatz: 0,3cem 2% ige Calciumehloridlésung + 0,3cem 3 %ige 
Albuminlésung + 0,3cem 4°,ige Natriumglykocholatlisung + diejenige Fettsiiuremenge, die 
bei den Spaltungsversuchen mit den gleichen Zusatzstoffen ohne Fettsiiure frei wurde. 


0 
0. 
0 
1 
2 
2 
2 


Natriumglykocholat + Fettsaure? 


2. Spaltung bei konstant alkalischem py. 

a) Die Abhiingigkeit der Spaltung von der GroBe des Fettsiure- 
estermolekiils ist hier nicht so ausgeprigt. Ohne Aktivierung zeigt 
Trilaurin die starkste Spaltung. Zwischen der Hydrolyse von Tri- 
butyrin, Capronsiure- und Onanthylsiureester ist kein wesentlicher 
Unterschied. Das gemischte ,,synthetische Fett“ wird schlechter ge- 
spalten als die einzelnen Komponenten. 

b) Calciumchlorid wirkt bei Capronsiure-, Onanthylsiureester, 
Olivenél und ,,Salatél‘ stark aktivierend. Natriumglykocholat und 
Albumin, einzeln zugesetzt, zeigen sich nur bei der Hydrolyse von 
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TabellelV. Spaltung in Prozent bei konstant alkalischem ; 
(pu = 8,9). 
(Jeweils sind Doppelbestimmungen ausgefiihrt.) 





» Syn- 


Buttersiiure- 


Zusatze * 


ester 
ester 


Trilaurin 
Olivendl 
Salatél 
Pripalmitir 


Capronsdure- 
ester 


|| Onanthylsiure- 
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* Die Mengen der Zusitze sind die gleichen wie die in der Tabelle III angegebenen. 


Tributyrin und Oliven6l als Aktivatoren. Bei allen anderen Spaltungen 
ist eine deutliche Hemmung durch diese beiden Zusatzstoffe zu beob- 
achten. 


c) Eine Verstiirkung der Aktivierung durch eine Kombination 
mehrerer Aktivatoren findet nur bei dem synthetischen Fett statt. 
Hier aktiviert Calciumchlorid + Albumin sehr stark. Zwischen der 
Kombination Calciumchlorid + Natriumglykocholat und der von 
Calciumchlorid + Albumin besteht insofern ein Unterschied, als bei 
den Estern niedrigmolekularer Fettsiuren die Kombination mit Albumin, 
bei den Estern héhermolekularer Fettsiiuren dagegen die mit Natrium- 
glykocholat niedrigere Spaltungsgrade aufweist. 


d) Der Zusatz von freier Fettsiure bewirkt im Gegensatz zu der 
vorigen Versuchsreihe bei einigen Fetten eine schwache Aktivierung. 





EPapeairreicin 


Uber die Vertraglichkeit von synthetischem Fett. I. 


Tabelle V. Spaltung in Prozent bei saurem py (pq = 4,7). 
(Jeweils sind Doppelbestimmungen ausgefiihrt.) 
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* Die Mengen der Zusitze sind die gleichen wie die in der Tabelle III angegebenen. 


3. Spaltung bei konstant saurem py. 

a) Die Starke der Spaltung steigt auch hier mit fallender Molekiil- 
groBe. 

b) Calciumchlorid hat keinen EinfluB auf die Spaltung. Natrium- 
glykocholat und Albumin wirken bei der Spaltung aller Fettarten als 
Hemmstoffe. 

ce) Durch die Kombination Calciumchlorid + Natriumglykocholat 
wird eine deutliche Aktivierung bei den niedrigmolekularen Fetten bis 
zum ,,synthetischen Fett“ einschlieBlich erzielt. Die héhermolekularen 
sind unbeeinfluBbar. Die Kombination Calciumchlorid - Albumin 
hemmt in gleichem Mae wie der Zusatz von Albumin allein. Der 
Zusatz von Calciumchlorid + Natriumglykocholat — Albumin _ be- 
giinstigt die Hydrolyse der Ester mit Ausnahme der von Tributyrin und 
Trilaurin. 
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d) Die Fettsiuren hemmen die Spaltung, und zwar besonders st rk 
diejenige von Tributyrin. Der Zusatz der drei Aktivatoren veriiag 
gelegentlich die hemmende Wirkung der Fettsiure abzuschwiichen, 
Bei Capronsiiure- und Onanthylsiureester wird dagegen die Hemmiing 
durch die drei Zusatzstoffe verstirkt. 


Besprechung der Ergebnisse, 


Uberblickt man die gesamten Versuchsreihen, so ist an einzelnen 
Stellen ein gewisser Zusammenhang mit dem Molekulargewicht der 
Fettsiurester zu erkennen. Im allgemeinen ist die hydrolytische Spal. 
tung um so gréBer, je kleiner das Fettmolekiil ist. Aber eine strenge 
GesetzmiBigkeit ist nicht vorhanden. Das Trilaurin fallt bei alkalischem 
pu durch seine groBe Spaltbarkeit auf, bei wechselndem py steht es 
zwischen Olivenél und Onanthylsiureester. In Ubereinstimmung mit 
der Literatur ist die Spaltung des Tripalmitins sehr gering. Das hiingt 
zweifellos mit seinem hohen Schmelzpunkt und seiner dadurch bedingten 
schlechten Emulgierbarkeit zusammen. Merkwiirdig ist allerdings, dat 
das Trilaurin, das zwar bei 30° weicher, aber auch nicht geschmolzen 
ist, eine so erheblich stirkere Spaltung zeigt. Hier miissen also Unter- 
schiede der Spaltbarkeit vorliegen, die nicht mit dem Aggregatzustand 
zusammenhiingen. Wihrend bei wechselndem py zwischen den Fetten, 
die mit Fettsiuren mit weniger als 12 C-Atomen verestert sind, nur selir 
geringe Unterschiede auftreten, ist die Spaltung bei konstant alkalischem 
pu bei dem Fett, das aus dem Gemisch der synthetischen Fettsiuren 
dargestellt ist, erheblich geringer als die von Triolein und meist etwas 
geringer als die von Capron- und Onanthylsiureester. Die leichtere 
Spaltbarkeit des Trioleins gegeniiber dem synthetischen Fett ist durch 
die im Triolein vorhandenen ungesiittigten Fettsiiuren bedingt. Ge- 
legentlich fallen einzelne Fette durch auffallende Hemmung oder Akti- 
vierung aus der Reihe der anderen heraus. In solchen Fiilen haben wir 
den Versuchsansatz wiederholt, ohne eine Anderung des Ergebnisses 
zu finden. Es ist also anzunehmen, daB bei der Fettspaltung Einzel- 
heiten der Konstitution eine Rolle spielen, deren Zusammenhang 
fiir uns nicht iiberblickbar ist. 


Zwischen Capron- und Onanthylsiureester ist ein wesentlicher 
Unterschied in der Spaltbarkeit nicht zu erkennen. Hieraus geht 
hervor, daf& die Gerad- oder Ungeradzahligkeit der Fettsiurekette 
keinen wesentlichen EinfluB auf die Spaltbarkeit durch Pankreaslipase 
ausiibt. In dieser Hinsicht besteht also kein Bedenken gegen die Ver- 
wendung von Fettsiureestern mit ungeradzahliger Fettsiurekette. 
Auch das Fett, das wir aus den Fettsauren mit 6 bis 12 C-Atomen dar- 
gestellt haben, weicht nicht wesentlich in seiner Spaltbarkeit von der 
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der Glycerinester der Capronsiiure- und Onanthylsiure ab. Wichtig 
jst auBerdem noch die Feststellung, daB die geringe Verunreinigung 
mit Oxysauren, die dem ,,synthetischen Fett‘ einen unangenehmen 
Geschmack verfeiht, auf die Spaltbarkeit durch Lipase keinen merklichen 
KinfluB ausiibt. 

Zusammenfassung, 


1. Die Darstellung und die Eigenschaften eines synthetischen Fettes 
aus den Fettsiuren der Waschlaugen der Fischer-Tropsch-Synthese 
werden beschrieben. 

2. Die Spaltbarkeit durch Pankreaslipase wird bei folgenden Fetten 
gepriift: Buttersiure-, Capronsiure-, Onanthylsiure-Triglycerid, syn- 
thetisches Fett nach 1., und zwar gereinigt und noch oxysiurehaltig, 
Laurinsiure-Triglycerid, Olivendl, Salat6l und Palmitinsiure-Tri- 


glycerid. 

3. Die Spaltung wird bei konstant alkalischem, konstant saurem 
und bei wechselndem py gepriift. Als Zusitze wurden Calciumchlorid, 
Natriumglykocholat und Albumin, sowie deren Mischungen verwendet. 

4. Die Spaltung ist im allgemeinen um so gr6Ber, je kleiner das 
Molekulargewicht des Triglycerids ist. 

5. Ein wesentlicher Unterschied in der Spaltbarkeit von Fettsiure- 
estern mit gerader und ungerader Kohlenstoffatomzahl der Fettsiuren 
besteht nicht. 

6. Die als Verunreinigung in dem synthetischen Fett enthaltenen 
Spuren von Oxysiuren beeinflussen die Spaltung kaum. 

7. Das synthetische Fett aus dem Fettsiuregemisch, das von der 
Capronsiure bis zur Laurinsiure reicht, ist in bezug auf seine Spalt- 
barkeit durch Pankreaslipase den gebriiuchlichen Nahrungsfetten 
gleichwertig. 








Der Quecksilbergehalt 
des menschlichen Organismus. II’. 
XXXIII. Mitteilung: 
Uber Wirkung und Verbreitung des Quecksilbers, 
Von 
Alfred Stock, Berlin-Dahlem. 
(Eingegangen am 19. Juni 1943.) 


Die heutige Mitteilung schlieBt die Untersuchungen ab, iiber deren 
Anfange vor 3 Jahren in dieser Zeitschrift berichtet wurde. 


Es sei daran erinnert, wie ich als Chemiker dazu kam, mich mit 
der Quecksilbervergiftung, einer doch im wesentlichen medizinischen 
Angelegenheit, zu befassen. Bei unseren Arbeiten muBten wir viel 
Quecksilber benutzen und taten es ohne die, wie wir heute wissen, 
dabei gebotene Vorsicht, so da meine Mitarbeiter und ich unter einer 
lange Zeit nicht richtig erkannten chronischen Quecksilbervergiftung 
zu leiden hatten [1]. Daraus entwickelten sich zwei Aufgaben: namlich 
die weiten Kreise, die mit Quecksilber arbeiten, vor der allgemein 
nicht geniigend beachteten Gefihrlichkeit dieses schon bei Zimmer- 
temperatur fliichtigen giftigen Metalls zu warnen und das Wesen der 
bis dahin wenig bekannten, doch sehr verbreiteten (im medizinischen 
Sinne leichten) chronischen Quecksilbervergiftung aufzukliren, soweit 
der Chemiker hierzu beitragen kann [vgl. 2]. 

Ein analytisches Verfahren zur zuverlissigen Bestimmung kleinster 
Hg-Mengen, bis 0,01 y (*/jo9000 mg) und noch darunter, wurde aus- 
gearbeitet. 

Es lieB sich nachweisen, daB es der durch die Nase eingeatmete 
Hg-Dampf ist, der schon in winzigster Konzentration (10 bis 20 y Hg/cbm 
Luft; weniger als 1 y Hg/cbm Luft bei der sich im Laufe der chronischen 
Vergiftung entwickelnden Uberempfindlichkeit) die zunichst haupt- 
siichlich nervés-psychischen Stérungen auslést [3]. Hg ist ein aus- 
gesprochenes Atemgift. 

Im menschlichen Ké6rper befinden sich, wie auch in allen Pflanzen 
und Tieren, immer kleine Mengen Hg, die der Nahrung entstammen. 


1 T. (XXX. Mitt.): Diese Zeitschr. 304, 73, 1940. XX XI. Mitt.: Mikrochem. 
30, 128, 1942. XXXII. Mitt.: Ber. d. D. chem. Ges. 75, 1530, 1942. 
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Wir wollten nun feststellen, wie sich zusdtzliches Hg auf die Organe 
verteilt, wenn es Personen mit normalem Hg-Gehalt zugefiihrt wird. 
Zunichst muBte die Frage beantwortet werden: Was ist der ,,normale* 
Hg-Gehalt ? Mit ihr beschiftigte sich schon unsere I. Mitteilung in 
dieser Zeitschrift [6]. Das Analysenmaterial entnahmen wir damals 
Leichen von Personen, die durch Unfall oder Selbstmord, nicht durch 
Krankheit ums Leben gekommen waren. Wir unterschieden zwischen 
_.Hg-Fremden“, die frei von ,,naturfremdem‘* Hg waren (Gruppe A), und 
_Amalgamtriagern* (B), welche Amalgam- (d. h. Hg enthaltende) Zahn- 
fiillungen trugen. Bei A — es handelte sich um jiingere Personen 
waren die Ergebnisse klar und eindeutig: ein allgemeiner Hg-Gehalt 
ihnlich wie sonst in der organischen Natur (GréBenordnung !/ 9 y Hg 
in 100 g!); maBige Anreicherung in einzelnen Organen, vor allem in 
der Niere, weniger in der Leber, auch, soweit es die wenigen Fiille er- 
kennen lieBen, in der Hypophyse. Nicht so einfach war die Lage bei 
Gruppe B: héhere allgemeine Hg-Gehalte; gréBere Konzentrationen 
an einzelnen, von Fall zu Fall wechselnden Stellen?. 


Fiir die von uns geplanten Versuche, Zufiihrung von Hg vor dem 
Tode, kamen nur Sterbefille in Betracht, die sich im Krankenhaus 
ereigneten, also ,,pathologische’*. Da ja der vorherige Hg-Gehalt 
bei dem betreffenden Individuum nicht zu ermitteln war, muBte zuerst 


festgestellt werden, wie hoch der ,,normale‘ Hg-Gehalt bei an Krank- 
heiten Gestorbenen ist. Dabei bestiitigte es sich, daB die Verhiltnisse 
wesentlich verwickelter sind als bei der oben besprochenen Gruppe A, 
so daB diese nicht als ,,Normalfall angesehen werden kann. Ihre 
Hg-Gehalte nennt man deshalb zweckmiBiger die .,natiirlichen“ zum 
Unterschiede von den ,,normalen“, wie sie sich finden, wenn man nicht 
solche Auswahl trifft wie bei A. 


Um einen geniigenden Uberblick zu gewinnen, bedurfte es bei der 
Mannigfaltigkeit der Einzelergebnisse einer groBen Zahl von Analysen. 
Erst diese erlaubte, gewisse allgemeingiiltige ,,statistische’‘ Schliisse 
zu ziehen. Die neue Versuchsreihe betraf 63 Leichen mit 419 Einzel- 


1 Alle Hg-Gehalte werden auch in dieser Mitteilung kurz durch eine Zahl 
ausgedriickt: + Hg in 100g frischer Substanz. — * Noch starker ausgepragt 
war die Abweichung bei den ahnlichen Arbeiten von J. Bodndr, 0. Szép und 
B. Weszprémy [4], die an Krankheiten Gestorbene (nur 3 Fille) untersuchten. 
Die ungarischen Forscher meinten zuerst, der Unterschied sei vielleicht auf 
einen héheren Hg-Gehalt der Nahrungsmittel in ihrer Heimat gegeniiber dem 
von uns in Deutschland gefundenen zuriickzufiihren. In einer spaiteren Ver- 
dffentlichung [5] zeigte Szép, daB eine solche Verschiedenheit nicht besteht; er 
erklarte die Analysenergebnisse mit dem ,,pathologischen Zustand“ der unter- 
suchten Organe. ; 
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analysen!. Wegen der Umstandlichkeit der Analysen, deren jede etwa 
eine Woche dauert, beschriinkten wir die Zahl der untersuchten Organe 
auf die uns am wichtigsten erscheinenden: die Niere, die das Hg am 
stiirksten und anhaltendsten speichert und in ihrem Hg-Gehalt einen 
MaBstab fiir die Menge des im ganzen — auch vor langerer Zeit — zu- 
gefiihrten Hg gibt; die Hypophyse, die bei der Hg-Dampf-Vergiftung 
eine besonders wichtige Rolle zu spielen scheint; den Riechlappen 
(Bulbus olfactorius), der als Verbindungsweg zwischen Nase und Hypo- 


1 Ausfiihrung wie friiher [vgl.7]. Bei den gréBeren Organen dienten 5 
bis 10g zur Analyse; bei Hypophyse und Riechlappen betrug das Gewicht 
héchstens 1g, manchmal nur einige 1/,)g. Leider standen uns die fritheren 
Hg-freien Arbeitsriume nicht mehr zur Verfiigung. In den jetzigen (im 
Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie) war die Luft dauernd 
schwach Hg-haltig, im Mittel: 0,1 y/cbm [vgl. 8]. Blindanalysen zufolge er- 
héhte sich infolgedessen der Hg-Wert bei der einzelnen Bestimmung durch. 
schnittlich um 0,025 y. Dieser Betrag wurde von allen gefundenen Hg-Ge- 
wichten abgezogen. Die Korrektur verursachte eine fihlbare analytische 
Unsicherheit nur bei den genannten Kleinorganen, und zwar wegen der 
schnelleren AufschlieBung der kleinen Substanzmengen im allgemeinen eine Ver 
ringerung gegeniiber der wahren Hg-Menge, so daB die Analyse gelegentlich () 
ergab, obgleich bestimmt Hg vorhanden gewesen war. 
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physe von Bedeutung ist; das Gehirn, von dem verschiedene Teile 
(Basis, Rinde, Kleinhirn) untersucht wurden!; eine Muskelprobe (von 
Oberschenkel, Lende oder Bauch). In einer kleineren Zahl von Fallen 
kamen noch Leber, Schilddriise und Blut zur Analyse. 


Das Sektionsmaterial stellte uns das Pathologische Institut (Leiter : 
Prof. Dr. Réssle) des hiesigen Charité-Krankenhauses zur Verfiigung. 
Es entstammte etwa gleichvielen miinnlichen und weiblichen Personen 
verschiedensten Alters (15 bis 82 Jahre; ein 6 Tage alter Siiugling) 
und verschiedenster Todesursachen, unter denen Carcinom, Tuberkulose 
und Pneumonie hervortraten. 


In Tabelle I sind die Analysenergebnisse (y Hg in 100g, meist auf 
ganze Zahlen abgerundet) zusammengestellt, und zwar geordnet nach 
steigenden Hg-Gehalten der Niere (von 2 bis 5624!). Vermerkt sind: 
Geschlecht (co*, 2), Alter (in Jahren) und das etwaige Vorhandensein 
von Amalgam-Zahnfiillungen (A). Ein Strich bedeutet,.da8 eine beab- 


' Gewoéhnlich stimmten die Hg-Gehalte annahernd iiberein. Vereinzelte 
gréBere Unterschiede lieBen eine GesetzmaBigkeit nicht deutlich erkennen. 
In die folgenden Tabellen ist das Mittel aufgenommen. 
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sichtigte Analyse ausfiel (fast immer, weil wir das Organ nicht erhielte), schie 
eine 0, daB die Analyse kein Hg ergab (Folge der Korrektur; s. oben), Fale 

Tabelle LI zeigt die Hiiufigkeit (Zahl der Fille), mit der steigeide gend 
Hg-Gehalte in Niere, Hypophyse, Riechlappen, Gehirn und Muske| halte 
gefunden wurden. Dabei sind die 11 friiher [6] mitgeteilten Fille 
einbezogen. liche 
geno 


Tabelle Il. Haufigkeit der Hg-Gehalte (Zahl der Falle). 
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Wie man sieht, weichen die Hg-Gehalte sowohl bei den Organen 
eines Individuums wie bei den verschiedenen Personen in weiten Grenzen 
voneinander ab. Die folgende Tabelle III vergleicht die Mittelwerte 
I. aller Analysen (bei der Niere unter Auslassung der letzten aubBer- 
ordentlich hohen Zahlen), II. der Fille 1 bis 13 (Hg-Gehalte der Niere 
bis 5) und ILI. der Fille 1 bis 21 (Hg-Gehalte der Niere bis 10): 


Tabelle III. 
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Die Zahlen der 21 ersten Fiille (III), die ein Drittel aller ausmachen. 
stimmen iiberein mit den friiher [6] bei ,,Hg-Fremden“ (6 Personen) 
gefundenen und sind wie diese als die ,,natiirlichen‘‘ Hg-Gehalte anzu- 
sehen, die in der Hauptsache durch den Hg-Gehalt der Nahrung ver- 
ursacht werden!. Sie erstrecken sich, wie Tabelle I zeigt, auf die ver- 
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1 Wie wir friiher fanden, nehmen wir mit der Nahrung taglich 5 bis 10 Hy So} 
auf und scheiden ebensoviel in Harn und Stuhl wieder aus. Von uns neuerdings Inje 
noch einmal vorgenémmene Analysen von natiirlichen pflanzlichen und tierischen Fall 
Stoffen, von Ergbéden und Wasser verschiedener Art bestatigten durchweg dic K 
friiher [10] mitgeteilten Hg-Gehalte. Einige amerikanische Forscher haben in n'y 
einzelnen Nahrungsmitteln kein Hg gefunden, was ersichtlich mit der weniger lun 
empfindlichen Analysenweise erklart werden mu8. An anderen Stellen mit and 
unserem Verfahren ausgefiihrte Analysen (in Trondheim, M.G. Raeder und liing 
E. Snekvik, Norske Videnskabers Selskab 13, 169, 1941; die oben erwahnten ar 
ungarischen Untersuchungen [5]) stimmen mit unseren Angaben iiberein. : 
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schiedensten Lebensalter, auch auf besonders hohe (iiber 70, in einem 
Falle tiber 80 Jahre). Eine allgemeine Anreicherung von Hg mit stei- 
gendem Alter findet also nicht statt; Hg-Aufnahme und -Ausscheidung 
halten sich natiirlicherweise die Waage. 

In den — zahlreicheren — Fallen, wo der Hg-Gehalt den ,,natiir- 
lichen iibersteigt, muB eine ,,auBernatiirliche’’ Hg-Aufnahme an- 
genommen werden. Fiir eine solche gibt es vielerlei Quellen: 

a) Die so verbreiteten Amalgam-Zahnfiillungen, die je nach Zahl, 
GroBe, Art, Giite, Alter und Lage immer mehr oder weniger Hg abgeben, 
groBtenteils in die Verdauungswege hinein, aber auch als Hg-Dampf 
in die Lunge und — mit der ausgeatmeten Luft — in die Nase, in welchem 
Falle sie chronische Hg-Dampf-Vergiftungen hervorrufen kénnen 
[vgl. 9]. 

b) Eingeatmeter Staub und RuB&, die in der Regel stark Hg-haltig 
sind [vgl. 10]. RuB8 absorbiert das bei der Verbrennung von Kohle 
freiwerdende Hg und kann es mg-weise (in 100g) enthalten. Daher 
findet sich im stidtischen StraBenstaub in der Heizperiode mehr Hg 
als im Sommer. Wo in der Luft, wie z. B. in physikalischen Labora- 
torien, gréBere Hg-Mengen sind, nimmt der Staub entsprechend viel 
davon auf; so fanden wir in Staub, der sich zwischen den Doppel- 
fenstern unseres Laboratoriums abgelagert hatte, 1186 y Hg/100g. 
Das mit dem Staub eingeatmete Hg wird groBenteils in der Nase, im 
iibrigen in der Lunge festgehalten und resorbiert. 

ce) Berufliche und sonstige Beriihrung mit Hg-Dampf. Wir hatten 
auch neuerdings 6fters Gelegenheit zur Bestimmung des Hg-Gehalts 
der Luft in industriellen Arbeitsstatten und in Forschungslaboratorien, 
wo mit Hg gearbeitet wird, und fanden mehrfach 20 bis 25 y Hg/ebm 
Luft (das sind gesundheitlich bedenkliche Mengen). Wohn- und Schlaf- 
riume enthalten manchmal lange Hg, wenn darin Hg-Thermometer 
(z. B. Fieberthermometer) zerbrochen wurden. 

d) Hg-haltige Heilmittel, die ja in verschiedenster Form, als Salbe, 
Lisung, organische Hg-Verbindung (z. B. die Diuretica Salyrgan und 
Novurit) oft angewendet werden. Aus ihnen kénnen dem Organismus 
gréBere Mengen Hg zuflieBen als aus allen vorgenannten. Ihnen ent- 
stammen auch offenbar die erstaunlich hohen Hg-Gehalte gegen Ende 
der Tabelle I. In einzelnen Fiillen lieB sich der Beweis hierfiir erbringen: 
So hatte Patient Nr. 57 einige Wochen vor dem Tode mehrere Salyrgan- 
Injektionen, Nr. 58 mehrfach Novurit-Zapfchen erhalten. In den meisten 
Fallen (die Patienten waren hiufig erst kurz vor dem Tode in das 
Krankenhaus aufgenommen worden) konnten wir iiber die Vorbehand- 
lung nichts erfahren. Es unterliegt aber keinem Zweifel, da auch 
andere Befunde, insbesondere die Nr. 59 bis 63, auf die kiirzer oder 
linger zuriickliegende Anwendung Hg-haltiger Mittel zuriickzufiihren 
sind. 

Biochemische Zeitschrift Band 316. 
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Zu den einzelnen Organen ist zu sagen: 


a), Niere. Es bestiitigen sich wieder die auffallende Abfangung 
und Speicherung des im Organismus kreisenden Hg in diesem Organ: es 
verhilt sich hiermit beim Menschen wie beim Tiere!. Sie sind offen!):; 
die unmittelbare Ursache dafiir, daB nach dem medizinischen Schriftt i.) 
[vgl. z. B. 12] die Niere bei (stirkeren) Quecksilbervergiftungen zu 
Hauptsitz pathologischer Verinderungen und gesundheitlicher Stérungen 
wird, sowie auch dafiir, daB der Hg-Gehalt des Blutes immer klein ist 
oder es schnell wieder wird, wenn er durch frische Hg-Zufiihrung erhoht 
wurde. Der ,,natiirliche“ Hg-Gehalt geht bei der Niere nicht unter 2 
hinunter. 


b) Leber. Auch hier erfolgt (wie schon unsere friiheren Unter- 
suchungen bewiesen) entsprechend der Rolle des Organs im Blutkreislau{ 
eine gewisse Hg-Anreicherung, besonders wihrend starker Hg-Zu- 
fihrung. Doch bleibt die Hg-Konzentration hinter derjenigen in der 
Niere zuriick, ist weniger dauerhaft und hat auch geringere pathologiscle 
Wirkungen (Unterschied gegeniiber anderen Schwermetall-, z. B. Blei- 


vergiftungen). 


c) Muskel und Blut. Die Hg-Gehalte der Muskeln sind iiber- 
raschend klein (im Mittel 0,6 mit geringer Streuung), auch dann, wenn 
die Organe Hg-reich sind. Die Ausnahmen am Ende von Tabelle | 
miissen als voriibergehende Begleiterscheinung der besonders starken 
allgemeinen Hg-Zufiihrung angesehen werden. Ahnliches gilt fiir das 
Blut, dessen Hg-Wert fast immer unter 1 liegt. Bei der Wertung der 
Analysen von Leichenblut ist Vorsicht geboten. Nach unseren Er- 
fahrungen erleidet das Blut nach Aufhéren seines Kreislaufs Veriinde- 
rungen, welche die Blut-Hg-Gehalte im ganzen oder an einzelnen Stellen 
des Organismus erniedrigen oder erhéhen kénnen. Einwandfrei ist die 
_ Analyse des Blutes, das Lebenden entnommen wird (vgl. den spiteren 
Abschnitt). 


d) Gehirn. Gegeniiber dem Muskel ist der Hg-Gehalt bei stirkerer 
Streuung deutlich gesteigert, im allgemeinen um so mehr, je mehr Hg 
iiberhaupt im Organismus vorhanden und je Hg-reicher demzufolge 
die Niere ist, wie besonders Tabelle III erkennen liBt. Eine begrenzte, 
langsame Speicherung von Hg findet also auch im Gehirn statt; doch 
ist sie viel kleiner als in Niere und Hypophyse. Einzelne Fiille ergaben 
betrichtlich héhere Hg-Konzentration in basalen Bezirken des Gehirns 
als in anderen; doch reicht, wie schon erwihnt, das Beobachtungs- 


' Meerschweinchen, denen Hg mit dem Fressen zugefiihrt worden war. 
enthielten 3 Wochen nach Aufhéren der Hg-Beigabe in den Nieren sechsma| 
mehr Hg als im ganzen iibrigen Kérper [11). 
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material nicht aus, um in dieser Hinsicht allgemein giiltige Schliisse zu 
gestatten. 

e) Riechlappen. Den Analysen dieses kleinsten von uns analysierten 
Organs haftet die oben besprochene Unsicherheit an, die bei den niedri- 
geren Hg-Gehalten ins Gewicht fillt!. Die von uns gefundenen Zahlen 
zeigen trotzdem mit voller Sicherheit im Riechlappen einen betriicht- 
licheren Hg-Gehalt (im Mittel etwa 20; Tabelle II), der aber, mit 
Schwankungen von Fall zu Fall, unabhingig ist vom allgemeinen 
Hg-Gehalt des Organismus, gleich groB bei den niedrigsten und gréBten 
Nieren-Hg-Werten (Tabelle 1). Dies beweist, daB er nicht mit dem 
allgemeinen Kreislauf gekoppelt ist und daB eine Hg-Speicherung aus 
diesem im Riechlappen nicht stattfindet. Man muB schlieBen, daB das 
vermehrte Hg in den Riechlappen nicht von innen, sondern von auBen 
gelangt, dali es dem Hg-reichen Staub und RuB entstammt, die sich 
in der Nase absetzen. Gestiitzt wird diese Annahme dadurch, daB der 
durehschnittliche Hg-Gehalt des Riechlappens wihrend der Heiz- 
periode (Tod: Oktober bis April) héher gefunden wurde (21) als in der 
iibrigen Zeit (12). 

t) Hypophyse. (Hinsichtlich der Analysensicherheit gilt das beim 
Riechlappen Gesagte.) Sie speichert, wie Tahellen I und II beweisen. 
das Hg ahnlich stark und hartnickig wie die Niere; die Durchschnitts- 
Hg-Zahlen stimmen bei Hypophyse und Niere iiberein (etwa 15, Ta- 
belle III2). Anders als beim Riechlappen erhéhen sich die Hg-Gehalte 
der Hypophyse im allgemeinen mit denen der Niere, was ihren Zu- 
sammenhang mit dem Kreislauf beweist. In gewissen Fallen (z. B. 
Tabelle I Nr. 20, 21, 24, 29, 39) besteht diese Gleichliufigkeit aber 
nicht: Die Hypophyse enthialt wesentlich mehr Hg als die Niere. Offen- 
bar gibt es noch einen zweiten Weg, welcher der Hypophyse Hg zuleiten 
kann. Es liegt nahe, ihn in der Nase und dem Riechlappen zu suchen, 
der in-der Nihe der Hypophyse endet; der Ubergang von Hg (iiber 
Lymphbahnen) vom Riechlappen zur Hypephyse ist anatomisch 
méglich3. 

Schon friiher [6] hoben wir hervor, daB nach diesen Beobachtungen 
die Hypophyse eine ausschlaggebende Rolle bei der Hg-Dampf-Ver- 
giftung spielen mu8. Wird diese so unscheinbare und doch so ungeheuer 
einfluBreiche Driise der inneren Sekretion durch Hg ahnlich beeinfluBt 
und in ihrer Titigkeit geschiidigt wie die Niere (eine Driise aiuBerer 
Sekretion), was ja héchst wahrscheinlich ist, und nimmt man an, dab 


’ Bei 0,5 g Organgewicht bedeutet die Korrektur von 0,025 » Hg 5/100 g! 
— * In einem Falle (Nr. 21) kamen Hypophysen-Vorder- und -Hinterlappen 
getrennt zur Analyse; ihr Hg-Gehalt war der gleiche (gef. 50 u. 49). — ? Miind- 
liche Mitteilung von Herrn Prof. Dr. Réssle. 


8* 








116 A. Stock: 


sich die Stérungen auch auf die der Hypophyse benachbarten, mit ihr 
funktionell durch Nerven- und Lymphbahnen verbundenen basalen 
Gehirnteile erstrecken, so erkliiren sich viele Symptome der Vergiftung 
zwanglos, nicht nur die nervés-psychischen, sondern auch physische, 
wie die Beeinflussung des bekanntermaBen auch von der Hypophyse 
gesteuerten Wasserhaushalts des menschlichen Kérpers (vermehrte 
Harn- und Speichelabsonderung). Und auch die sonst véllig ratselhatte 
Tatsache wird begreiflich, da8 nach Eintreten der Hg-Uberempfindlich- 
keit schon kurzer Aufenthalt in ganz schwach Hg-haltiger Luft (1 y Hg 
im cbm Luft und darunter) typische Beschwerden (Benommenheit. 
Harndrang, SpeichelfluB) auslést, was beim Umwege iiber den all- 
gemeinen Kreislauf angesichts der hier in Betracht kommenden winzig- 
sten Hg-Mengen unfaBlich wire. Dagegen erscheint es durchaus ver- 
stiindlich, dafS die Hypophyse und ihre Nachbarschaft, im Zustande 
der Hg-Uberempfindlichkeit besonders anfillig geworden, auf Reize 
reagieren, welche iiber Nase und Riechlappen unmittelbar zugefiihrtes 
Hg ausiibt!. 


g) Schilddriise. Auch hier ist im Vergleich mit den Muskeln eine 
Steigerung des Hg-Gehalts festzustellen. Sie folgt im ganzen der all- 
gemeinen Hg-Aufnahme und erreicht héhere Werte nur zugleich mit 
dieser. Sichere Schliisse lassen sich aus den 10 untersuchten Fiillen 
noch nicht ziehen. 


Weitere Auswertung des Beobachtungsmaterials, auf die hier nicht 
niher eingegangen werden soll, betraf die Hg-Gehalte bei Abwesenheit 
und bei Gegenwart von Amalgam-Zahnfiillungen?. Dadurch bedingte 
Unterschiede lassen sich zwar auch bei dieser Versuchsreihe erkennen, 
werden aber von den anderen Einfliissen tiberdeckt. Eine Abhangigkeit 
der Hg-Zahlen von Geschlecht oder Todesursache (Vergleichung der 
Carcinom-, Tuberkulose- und Pneumoniefiille mit dem allgemeinen 
Durchschnitt) war nicht festzustellen, vom Alter nur insofern, als die 
jiingsten Altersklassen ein wenig geringere Werte aufweisen. 


Zu weiteren Analysen diente Material, das Lebenden entnommen 
werden konnte. Einmal hatten wir Gelegenheit, Riickenmarksfliissigkeit 
zu untersuchen, und fanden 0,8 y Hg/100 ccm, das ist ein niedriger 
Wert, obwohl der Harn in diesem Falle weit iibernormal Hg-haltig 


' Die chemische Form, in der sich das Hg hier bewegt, muB besonders 
wirksam sein; denn die Vermehrung der Hg-Menge an sich kann das Entschei- 
dende nicht sein, weil sie im Verhaltnis zu dem schon vorhandenen Hg klein ist. 
— ® Die Hg-Abgabe ist je nach Art der Fiillungen von Fall zu Fall so ver- 
schieden, daB schon aus diesem Grunde kein einheitliches Bild erwartet werden 
kann. 
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war (30 y Hg/100 cem)!. Die Analyse des Kopfhaares von 24 Personen 
verschiedensten Alters und verschiedenster Haarfarbe ergab wie die 
friiher mitgeteilten wenigen Fille durchweg hohe Hg-Gehalte: 12 bis 261, 
im Mittel 75, ohne Abhiingigkeit von Alter und Haarfarbe. In den 
Fingernigeln von 9 Personen fanden wir iihnliche Werte: 18 bis 136, 
im Mittel 632. In diesen endstindigen Teilen des Kérpers reichert sich 
das Hg also regelmaBig an, wohl als HgS in die cystinhaltigen Keratine 
eingelagert, wie man es von der Wolle weiB. Eine physiologische Be- 
deutung kommt dem sicherlich nicht zu. 

Besondere Aufmerksamkeit schenkten wir dem Hg-Gehalt des 
Blutes : 


a) Blut Lebender, hier wie auch weiterhin immer der Armvene 
entnommen. Material aus der Charité. 10 an Carcinomen oder Poly- 
arthritis leidende Patientinnen zwischen 38 und 68 Jahren. Gefunden: 
0,32; 0,35; 0,19; 0,33; 0,23; 0,59; 0,46; 0.47; 0,34; 0,34; Mittel: 0,36, 
also untereinander und mit unseren friiheren Befunden iibereinstimmende 
Werte. 

b) Neue Leichenblut-Analysen. Material ebenfalls aus der Charité. 
10 mannliche, 16 weibliche Personen, 20 bis 80 Jahre alt. Todesursache: 
Tumoren, Paralyse, Leukiimie usw. Gefunden: 0,34; 0,05; 1,09; 1,99; 
1,22; 0,21; 0,76; 0,75: 0,66; 0,77; 1,60; 0,27; 3,11; 2,01: 3,73; 9,18: 
0,40; 0,50; 0,39; 3,53; 0,25; 1,61; 1,79; 0,39; 1,40; 35,1: das sind viel 
stiirker schwankende, im allgemeinen auch héhere Werte als beim 
Lebendenblut. Der letzte fallt durch seine GréBe ginzlich heraus‘. 
Schaltet man ihn aus, so errechnet sich das Mittel 1,1. Es bestatigt 
sich also wieder die von uns und auch von Szép [5] gemachte Erfahrung, 
daB die Analysen von Leichenblut andere Ergebnisse haben als die von 
Lebendenblut, infolge der mit dem Aufhéren des Kreislaufs verbundenen 
Verainderungen. 

Die folgenden Versuche befaBten sich mit der Erhéhung des Blut- 
Hg-Gehalts bei Anwendung Hg-haltiger Heilmittel (Schmierkuren und 
Injektionen). * 

c) Schmierkuren. Material von der Dermatologischen Abteilung 
des hiesigen Virchow-Krankenhauses, Leiter: Prof. Dr. Lohe. Zur An- 


1 A, Leischner, Med. Welt 1940, S.717, fand auffallenderweise einmal 
296 y Hg/100 cem Liquor bei nur 0,5 » Hg/100 ccm Harn, bei seinem zweiten 
Falle kein Hg im Liquor bei 7,4 » Hg/100 ccm Harn. — ? Dabsi sind 2 Fille 
von Arbeitern aus Hg-Betrieben nicht beriicksichtigt (Haar: 51 und 18 mg Hg; 
Nagel: 124 und 21 mg Hg!). — * Vgl. BE. Eléd, H. Novotny u. H. Zahn, Ber. d. 
D. chem. Ges. 74, 1759, 1941. — 4 Es handelte sich um einen 72jahrigen Mann, 
der nach nur eintagigem Aufenthalt in der Charité gestorben war. Offenbar 
war er zuvor mit einem Hg-Medikament behandelt worden. 








118 A. Stock: 


wendung kamen tiglich 3 bis 4g der iiblichen Hg-Salbe 6 Wochen 
hindurch. Von 5 Versuchsreihen seien die beiden am langsten be). 
achteten mitgeteilt, unter Beifiigung einiger gleichzeitiger Harnanaly sen 
(y Hg/100 cem). 





I. 76jahrige Frau II. 15jahriges Madchen 
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Auffallend ist die stirkere Hg-Ausscheidung im Harn bei der 
jiingeren Patientin. DaB auch auf dem Héhepunkt einer es 
der Blut-Hg-Gehalt (bei den anderen Versuchsreihen: 15,7; 23,8; 25,4 
25 nicht iibersteigt, kann zunichst tiberraschen. Es erklirt sich ae T 
dureh die Hg-Abfangung in der Niere, die bald zu einem stetigen Blut- 
Hg-Spiegel fiihrt. 25y Hg/100g entspricht nur etwa 1!/,mg Hg im 
Gesamtblut oder einem monomolekularen HgCl,-Film (das Hg wird 
im Blute als EiweiBverbindung von HgCl, kreisen) von etwa 6500 qem 
Oberflaiche!, also wenig mehr als 1/2 qm gegeniiber einer Erythrocyten- 
oberfliche von 3000qm2%. DaB der Hg-Gehalt nach Aufhéren der 
Schmierkur verhaltnismaBig langsam (wenn auch schneller als in der 
Niere) absinkt, ist wohl auf dauerhaftere Ablagerungen des Hg in den 
Muskeln bei dieser Art der Hg-Anwendung zuriickzufihren. 

d) Salyrgan-Injekticnen. Das Material verdanken wir Herrn 
Oberarzt Dr. Seitz vom hiesigen Augusta-Hospital. Gespritzt wurden 
intravenéds 2cem der 10% igen Lésung. Hg-Gehalt des Blutes: 





| ss Giaees ye ? m. | 1v. 

Vor der Injektion................ | 0,2 4 v1 0,4 
6— 7 Std. nach der Injektion ... | 15,0 5 2 81,3 
24—48 ,, fe oe 6, 8 2,4 
Der von Fall zu Fall starker schwankende Héchst-Hg-Gehalt 
bleibt auch hier verhailtnismaBig klein; er sinkt schnell wieder in die 
Nihe des urspriinglichen Wertes. Pat. II hatte vor der vorliegenden 
Injektion | Jahr lang wéchentlich 1 bis 2 Salyrganspritzen bekommen 


' Lqem = 0,25» HgCl, (mit 0,19» Hg); vgl. A. Stock, Ber. d. D. chem. 
Ges. 72, 1844, 1939. — * Nach K. Biirker, Umschau 46, 513, 1942. 
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e) SchlieBlich hatten wir Gelegenheit, Blut und Harn von 20 Ge- 
folgschaftsmitgliedern eines Hg-Priiparate verarbeitenden Betriebes 
zu analysieren. Die Blutproben enthielten unter 10y, nur je einmal 
is und 40, der Harn bis zu 26. Auch hier erfolgte nach Ausscheiden 
aus dem Hg-Betriebe der Riickgang im Blute rasch, im Harn viel lang- 
samer (in 3 Wochen auf die Hiilfte). 


An diesem stiirker Hg-haltigen Blut konnten wir die Verteilung 
des Hg auf Serum und feste Blutbestandteile untersuchen. Das Blut 
(meist etwa 50 ccm) kam teils ohne Zusatz nach mehrstiindigem Stehen 
geronnen zur Analyse, teils durch Versetzen mit Heparin- (2 ccm mit 
150mg wirksamer Substanz) oder Na-Citratlésung (5 ccm 3,8 “ig; 
beide Priparate waren praktisch Hg-frei) vor dem Gerinnen bewahrt. 
Unsere Analysenzentrifuge (2000 Umdrehungen je Minute) gestattete 
nur eine beschrinkte Trennung von Serum und ,,Blutkuchen“, so da 
dieser noch viel Serum einschloB. Doch geniigte dies fiir unsere Zwecke. 





Blut: I. Ohne Zusatz II. Mit Heparin | III. Mit Na-Citrat 
a b b e 





Blut in g...... |} 26,7 | 26,2 40,7 | 33,0 26,6 
17,0 14,1 10,5 13,7 18,4 


Serum in g.... 11,6 10,5 19,2 15,6 12,9 
18,3 14,2 14,4 17,7 21,2 


Blutkuchen ing | 14,1 | 14,7 21,6 | 17,4 13,7 
y Hg/100 g 15,9 | 14,1 71 | 10,1 15,9 


Der Blutkuchen wog etwa ebenso viel, beim geronnenen Blut (I) 
sogar nennenswert mehr als das (von festen Teilen freie) Serum; er 
bestand also nur etwa zur Hilfte aus den festen Blutbestandteilen 
(nach dem Schrifttum beliuft sich das Gewicht der Erythrocyten auf 
etwa 30° vom Gesamtgewicht des Blutes), im iibrigen noch aus Serum. 
Da die Ergebnisse bei I, [1 und Il] im groBen und ganzen iibereinstimmen, 
darf man schlieBen, da& der Zusatz der gerinnungshemmenden Stoffe 
die Hg-Konzentrationen nicht merklich verschiebt. Eher ist eine stiir- 
kere Anderung bei der Blutgerinnung anzunehmen, wie aus Versuchen 
hervorging, bei denen wir dem Blut HgCl.-Lésung zusetzten und das 
Serum mit physiologischer NaCl-Lésung herauszuwaschen versuchten, 
worauf hier nicht weiter eingegangen werden soll. Das Ergebnis unserer 
Analysen ist: Der gréBere Teil des Hg haftet nicht an den fester 
Blutbestandteilen, sondern befindet sich im Serum gelést, wohl an 
Albumine und Globuline gebunden. In dieser Form kann sich die Be- 
forderung des Hg im Organismus leicht vollziehen, iiber die Bahnen des 
Blutes wie der Lymphe, die in chemischer Hinsicht dem Blutserum 
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ihnelt, aber der unmittelbaren chemischen Analyse nicht zugiinglich ist, 
Macht man die berechtigte Annahme, da8 das im Blutkuchen zuriic\- 
gehaltene Serum denselben Hg-Gehalt hat wie das abgetrennte, so |:iSt 
sich aus den Versuchen II und IIT berechnen, da& sich sogar nur ein 
recht kleiner Teil des Hg in den festen Blutbestandteilen befindet. 


Alles Voraufgegangene war eigentlich nur Vorarbeit fiir die {ol- 
genden Versuche, auf die es uns hauptsichlich ankam. Wie verteilt 
sich Hg im Organismus, das ihm vorsitzlich durch die Nase beigebracht 
wird, d. h. auf dem Wege, der bei der chronischen Hg-Dampf-Vergiftung 
die Hauptrolle spielt ? Nahem Tode Verfallenen wurde kurz vor dem 
Ableben Hg zugefiihrt, und zwar durch Einbringen von Hg-Salbe in 
die Nase1, selbstverstindlich in schonendster, jede zusitzliche Gefiilr- 
dung ausschlieBender Form. Die Einatmung Hg-haltiger Luft, an die 
wir zunichst dachten, war technisch schwer durchzufiihren und auch 
deshalb nicht zweckmi®iger, weil auf Nasenatmung bei Sterbenden 
nicht gerechnet werden kann. Die verwendete Salbe enthielt 30°, Hg. 
Das Hg ging von ihr teils als Dampf?, teils unmittelbar durch die Nasen- 
schleimhaut in den Kérper iiber. Beides kam auf dasselbe hinaus: 
denn auch der Hg-Dampf mu8 zuniichst von der Nasenschleimhaut 
aufgenommen werden. Die Einfiihrung der Salbe wurde tunlichst 
mehrmals wiederholt. 


Von 11 in dieser Weise vorgenommenen Versuchen waren nur 
diejenigen als gelungen zu betrachten, bei denen der Tod nicht zu kurz 
nach Anwendung der Salbe eintrat und bei denen die nach der Sektion 
ausgefiihrten Analysen ergaben, da eine hinreichend groBe Menge Hg 
in den K6rper iibergegangen war’. Sie muBte so groB sein, daB sie den 
normalen Hg-Gehalt stark iiberstieg und man sicher sein durfte, sie 
entstammte zum tiberwiegenden Teile der Salbe. Diese Voraussetzungen 
erfiillten nur die beiden im folgenden besprochenen Versuche, in be- 
sonders vollkommener Weise IIT. Bei ihm handelte es sich um eine 
35jihrige Patientin, die 1/, Jahr lang ohne Anwendung Hg-haltiger 
Heilmittel in der Charité behandelt worden war (I: 62jahrige Patientin: 
5 Wochen), so da8 ein an sich tibernormaler Hg-Gehalt der Organe aus- 


* Bei diesem Teil der Versuche unterstiitzte uns die Charitéklinik fiir Ge- 
schwulstkranke (Leiter: Prof. Dr. Auler). Es handelte sich durchweg um Car- 
cinomfalle. — ? Sie gab erhebliche Mengen Hg als Dampf ab. Schon bei Zimmer- 
temperatur enthielt Luft, die mit einer Geschwindigkeit von 60 Liter/Stunde 
“tiber 0,36 g der Salbe von 3 qem Oberflache geleitet wurde, in der ersten Stunde 
58 y Hg/cbm, in der niachsten noch 43y. Bei Kérpertemperatur, wobei dic 
Salbe zerflieBt, miissen die Mengen das Vielfache betragen. — * Die Analysen 
wurden wie immer vorgenommen. Derartige Versuche waren sehr verein 
facht, wenn man sich dabei kiinstlich radioaktiv gemachten Quecksilbers be- 
dienen kénnte, wozu bis jetzt noch keine Méglichkeit bestand. 
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geschlossen war. Zudem konnte die Anwendung der Salbe fiinfmal 
(14, 12, 10, 6 und 4 Stunden, bei I zweimal, 24 und 21 Stunden vor dem 
Tode) erfolgen. 





I, Il. I. Il. 


216 | 402 346 205 

Hypophyse 22: | 137 54 89 
Riechlappen } 3 | 51 6 23 
Gehirn, Basis 3 | 6 58 81 
pa | 6 4 44 
Verlangertes Mark .. S58 243 26 





Die Ergebnisse unterscheiden sich bei I und II insofern, als bei | 
bei noch zuriicktretendem Hg-Gehalt der Niere der Hg-Gehalt in Blut 
und Lunge auBerordentlich hoch ist, wihrend er in den meisten anderen 
Organen den normalen weniger iibersteigt. Kreislauf und Nieren- 
funktion miissen hier vor dem Tode stark gestért und gehemmt gewesen 
sein. Bei II war dies ersichtlich nicht oder doch weit weniger der Fall. 
Hier bekommt man ein eindrucksvolles Bild von der Verteilung des Hg 
auf die verschiedenen Organe. Es ist um so iiberzeugender, als die 
gefundenen Hg-Mengen die normalen auBerordentlich stark iiber 
treffen. Man sieht: Die Niere (402) bewiihrt sich wieder als Haupt 
Abfangorgan fiir das Hg, viel mehr als die Leber (89). Das Blut (26) 
ist dank der Nierenwirkung im Vergleich zu I schon schwach Hg-haltig 
geworden. In der Lunge befindet sich noch viel Hg (205), das ihr groBen- 
teils als Dampf zugefiihrt sein diirfte; eine dauernde Speicherung findet 
in der Lunge nicht statt, wie aus allen unseren sonstigen Feststellungen 
hervorgeht. Einen MaBstab fiir die starke allgemeine Durchsetzung des 
Kérpers mit Hg bietet der Hg-Gehalt der Muskeln (44). Wihrend die 
Schilddriise bereits ziemlich viel Hg aufgenommen hat (81), ist die Milz 
noch Hg-arm (23), eine neue Widerlegung der Annahme, auch sie sei 
ein Hg-speicherndes Organ. Noch viel Hg-irmer ist das Gehirn (6), und 
zwar in Rinde wie Basis; das Hg dringt in diesen Bezirk nur langsam ein. 
Auch das verlingerte Mark enthalt davon noch wenig (27). Um so auf- 
fallender ist der hohe Hg-Gehalt in der an der Gehirnbasis hingenden 
Hypophyse (137). Er bildet die starkste Stiitze fiir den Schlu®, daB das 
Hg dieser Driise nicht nur durch den allgemeinen Blutkreislauf zugeht, 
sondern auch und besonders leicht von der Nase her durch den Riech- 
lappen, der auch hier Hg-haltiger (51) ist als die Muskeln. DaB er selbst 
kein Hg-speicherndes Organ nach Art der Niere und der Hypophyse 
darstellt, bestéatigt sich wiederum, wie es sich schon aus Tabelle I ab- 
leiten lieB. 

Wir hatten unsere Untersuchungen gern noch nach einigen Rich- 
tungen ergiinzt. AuBere Umstiinde, unter ihnen leider auch gesundheit- 
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liche, zwingen mich, sie abzubrechen. Im wesentlichen sind die Fragen. 
welche die chemische Analyse bearbeiten kann, geklart. Weitere 
Forschung auf diesem Gebiet mu8 der Chemiker den Physiologen und 
Medizinern iiberlassen. 


Auch hier sei wirmster Dank allen ausgesprochen, die unsere Unter. 
suchyngen mit Geldmitteln oder Analysenmaterial férderten: der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft, der Schering A.-G., den Medizinern Herren Prof, )r. 
Auler, Dr. Blos, Prof. Dr. Léhe, Prof. Dr. Réssle, Dr, Seitz und ihren Mitarbeitery, 
schlieBlich und vor allem auch meinen Helferinnen Fri. R. Lehmann und Fr}. 
M. Zimmermann, welche die vielen Hunderte schwieriger Mikroanalysen x 
schickt und gewissenhaft ausfihrten. 
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Vitamin C in Trockengemiise. 
I. Mitteilung: 
Der Reduktionswert von Trockengemiisen und seine Beeinflussung 
durch hochreduzierende Fremdstoffe. 
Von 
F. Lauversen und W. Orth. 
(Aus der Forschungsstelle an der Heeresverwaltungsschule Miinchen.) 
(Eingegangen am 21. Juni 1943.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Mit dem Vitamin C-Gehalt von Trockengemiise hat man sich schon 
frihzeitig beschiftigt. A. Holst und J. Frélich (1) wiesen nach, da’ 
die Trocknung von frischen Gemiisen — Kohl, Karotten und Léwen- 
zahn — zu groBen C-Verlusten fiihrt; Holst und Fleischer (2) fanden, 
daB der Wassergehalt des getrockneten Produkts in dem Sinne eine 
Rolle spielt, als véllig entwiasserte Gemiise ihren C-Gehalt gut erhalten. 


Untersuchungen quantitativer Art unternahmen EF. M. Delf und 
R. F. Skelton (3), N. R. Ellis, H.Steenbock und E£. B. Hart (4) sowie 
Diemair zusammen mit T'immling und Fox (5). Delf und Skelton konnten 
bei einem bei 37° getrockneten und anschlieBend in einer Flasche 
3 Wochen gelagerten Kohl einen Verlust von mehr als 93°, feststellen, 
der sich durch vorheriges Blanchieren etwas verringern lieB. Ellis, 
Steenbock und Hart kamen bei Trocknung in Stickstoffatmosphiire zu 
ebenso groBen Verlusten. Die von Diemair, Timmling und Fox er- 
mittelten Verluste bewegten sich zwischen 15 und 95°, so daB A. Scheu- 
nert und J. Reschke (6) in den Fiillen der kleineren Verluste den Re- 
duktionswert nicht allein auf zuriickgebliebenes Vitamin C zuriick- 
fiihren. Diemair, Timmling und Fox haben den C-Gehalt auf titri- 
metrischem Wege mit 2, 6-Dichlorphenol-Indophenol ermittelt. 

Im Tierexperiment bewiesen LE. Mathiesen, F. Jacobsen und E. Kval- 
heim (7), daB der Vitamin C-Gehalt des Trockengemiises im Vergleich 
zu jenem des Frischgemiises wechselnd klein und der Verlust in vielen 
Fillen nahezu vollstindig ist. Die Lagerung von Trockengemiisen 
brachte rasch weitere Verluste mit sich, und nach einem Jahr Lagerzeit 
war das Vitamin C praktisch verschwunden. 

Jarussowa (8) fand auf biologischem Wege in getrockneten Karotten 
kein Vitamin C mehr. Matzko (9) verabreichte tiaglich an Meerschwein- 
chen getrocknete Zwiebeln in einer Menge bis zu 8 g entsprechend 40 g 
frischen Zwiebeln und getrocknete Porreezwiebeln in einer Menge von 
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5 g entsprechend 25 g Frischmaterial, ohne antiskorbutische Wirksay. 
keit zu erzielen. In getrocknetem WeiSkohl will der gleiche Verfasser 
nach 5 Monaten Lagerung noch etwas Vitamin C nachgewiesen halen, 
Tultschinskaja und Kaigorodowa fanden, da8 kiinstlich vitaminisierte 
getrocknete Gemiise wie Kohl und Karotten ihren C-Gehalt beim Lavery 
sehr schnell verloren. Scheunert fand in den von ihm untersuchtey 
getrockneten Bohnen und Erbsen kein Vitamin C mehr. 

Es ist nun sicher, daB die Trocknung pflanzlichen und tierischen 
Materials bei erhéhten Temperaturen die Bildung hochreduzierender 
Stoffe nach sich zieht, die mit Dichlorphenol-Indophenol ihnlich wie 
Ascorbinsiure reagieren und so unter Umstiinden einen gegeniiber dem 
tatsiichlichen Gehalt héheren Ascorbinsdiurewert vortiauschen kénnen. 

DaB solche reduzierenden Substanzen bei der industriellen oder 
kiichentechnischen Verarbeitung von Nahrungsmitteln entstehen kénnen, 
wurde bereits von verschiedenen Autoren nachgewiesen. U. a. haben 
sich mit dieser Frage W. Kréner und H. Lamel (10) bei der Herstellung 
von Trockenspeisekartoffeln beschiftigt. Sie wiesen nach, da das 
Reduktionsvermégen der Kartoffel bei der Trocknung zuniichst bis 
zu einem Wassergehalt von 65 °% stets erheblich absinkt und dann wieder 
entsprechend der Zeitdauer der Wiirmebehandlung, der Hohe der Tem- 
peratur und der Trocknungsart ganz verschieden zunehmen kann, 
gleichgiiltig, ob das Ausgangsmaterial Ascorbinsiure enthalt oder nicht. 

Besonders eindrucksvoll aber zeigen uns J. Reschke (11) sowie 
A.Scheunert und J. Reschke (6), daB der bei Trockengemiisen und anderen 
kiichentechnisch und industriell verarbeiteten pflanzlichen Produkten 
wie eingedickten Siften, Gemiisekonserven und Trockenpulvern — er- 
haltene Titrationswert nicht mit den Ergebnissen des. Tierversuchs 
iibereinstimmt, sondern viel zu hohe Vitamin C-Werte liefert. So ver- 
mochten beispielsweise Proben eines industriell getrockneten Weifkohs 
und Wirsingkohls beim Meerschweinchen Skorbutschutz nicht zu 
gewihren, obwohl man tagliche Rationen verabreicht hatte, deren 
Reduktionswert das Doppelte bis nahezu Dreifache der zum Schutz 
vor Skorbut nétigen Dosis von 0,35 mg Ascorbinsaure betrug. 

Die Reinigungsmethode nach Emmerie und v. Eekelen vermag diese 
Substanzen, wie dies Scheunert und Reschke (6), A. Kuhn und H. Ger- 
hard (12), sowie neuerdings auch W. Diemair, W. Fresenius und F. Ar- 
nold (13) nachwiesen, nicht zu entfernen. Zu dem gleichen Ergebnis 
kamen auch B.D. Hartong und J. R. A. Ludert (14), die versuchten, 
die reduzierende Komponente der Bierwiirze durch 10 %ige Bleiacetit- 
lésung, Norit, Kieselgur oder Fasertonerde auszuschalten. 

Kuhn und Gerhard sowie Diemair und Mitarbeiter stellten weiterhin 
fest, daB diese reduzierenden Substanzen ebenso wie Ascorbinsiiure 
durch das Cu"-Ion dehydriert werden, so daB eine Eliminierung der- 
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selben mit Hilfe der von W. Reissner (15) und M. Ott (16) vorgeschlagenen 
Differenzverfahren nicht méglich sein soll. Wir werden auf diesen 
Punkt in einer weiteren Arbeit noch eingehen. 

Scheunert und Reschke warnen davor, die durch Trocknung, Hitze- 
einwirkung oder Extraktion gewonnenen Substanzen, die nicht mehr 
als frisches tierisches oder pflanzliches Material anzusehen sind, allein 
mit Hilfe von chemischen.Methoden auf ihren Vitamin C-Gehalt zu 
bewerten. Angesichts der eben erwihnten Tatsachen wird eine weitere 
Unsicherheit in die chemische C-Bestimmungsmethode hineingetragen, 
und der Chemiker ist gezwungen, in solchen Fillen dem Physiologen 
die Bestimmung der Ascorbinsiure im zeitraubenden, fiir Reihenunter- 
suchungen ungeeigneten, umstiandlichen, kostspieligen und eine erheb- 
liche Streuungsbreite aufweisenden Tierversuch zu iiberlassen. Uber 
die praktische Bedeutung eines solchen Mangels der chemischen Vitamin 
(-Bestimmungsmethode braucht weiter kein Wort verloren zu werden. 

Uber die Natur der hochreduzierenden Substanzen herrscht noch 
wenig Klarheit. Bezssonoff und Woloszyn (17) fassen sie als biologisch 
unwirksame Produkte des irreversiblen Zerfalls der Ascorbinsiure auf. 
W. Kréner und H. Lamel (10), die die Bedingungen fiir die Bildung 
von Glucoredukton bei der Trocknung fiir nicht gegeben betrachten, 
behalten sich die Aufklirung dieser reduzierenden Stoffe vor, jedoch 
ist dieser Fragenkomplex von mehreren Autoren bereits griindlich in 
Angriff genommen worden. 

U. a. hat C. Enders bereits eine Reihe wertvoller Arbeiten zu diesen 
Fragen geliefert. Es handelt sich bei diesen Stoffen um Melanoidine 
und genetisch mit diesen zusammenhingende Stoffe, von denen 
Enders (18) sagt, daB sie sich entsprechend dem Vorkommen von 
Aminosiuren bzw. hochmolekularen Eiweifspaltprodukten und von 
Zuckern in verschiedenen Produkten der Nahrungsmittelindustrie 
bilden. Die Bildung der Melanoidine als gelbbraune kolloide Farbstoffe 
saurer Natur erfolgt bei verhiltnismaiBig niederen Temperaturen aus 
Aminosiuren und Zuckern, und dementsprechend hat sie A. Ling (19) 
als die firbenden Bestandteile des Malzes erkannt. L. C. Maillard (20) 
fiihrt die braunen Farbstoffe gebackenen Brotes auf die Melanoidin- 
reaktion zuriick und legt letztere auch den beim Eindampfen von 
Zuckersirup entstehenden gelbbraunen Fiirbungen zugrunde. Auch 
das Dunkeln des Honigs beim Aufbewahren oder beim Erhitzen ist 
nach H.S. Paine, S.J.Gerther und R. E. Lothrop (21) auf Melanoidin- 
bildung zuriickzufiihren. 

In einer neuesten Arbeit iiber die Natur der reduzierenden Substanz, 
die die Vitamin C-Bestimmung mit Tillmans Reagens stért, fabt 
Enders (22) seine experimentellen Ergebnisse folgendermafen zusammen : 
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»Als Ursache des starken Reduktionsvermégens, das beim Erhitzen bzy. 
Résten von pflanzlichem Material auftritt, muB nach den obigen Darlegunge, 
die stets in mehr oder minder groBem Umfange stattfindende Karamelisicrung 
der Zucker bzw. unter Beteiligung von Aminosduren erméglichte Melanoidiy. 
bildung angesehen werden. Die als Muttersubstanz sowohl des Karame!s aj 
auch des Melanoidins erkannte Triose X bzw. deren Stabilisierungsprodukt, 
das Methylglyoxal, sind offenbar auch die Grundkérper, die zu diesen, dey 
Vitamin C-Gehalt verfalschenden reduzierenden Stoffen in Form primaire 
Kondensationsprodukte, vielleicht von Ketoxypolyenal- oder Acyloinstruktur, 
AnlaB geben. Wenn auch das Reduktionsvermégen der als Modell fiir dic ay 
Methylglyoxal entstehenden Reduktone anzusehenden Aldolkondensations. 
produkte des Acetaldehyds, auf die Gewichtseinheit bezogen, wesentlich geringer 
ist als das von Vitamin C, so sagt dies nichts aus iiber die GréBe der méglichen 
Vitamin C-Verfalschung, da je nach dem Ausgangsmaterial erhebliche Mengey 
dieser nicht antiskorbutischen Reduktone gebildet werden kénnen und — wie 
gezeigt — das Reduktionsvermégen der aus Methylglyoxal gebildeten redu. 
zierenden Kérper offenbar bedeutend gréBer ist als das der entsprechenden 
Acetaldeh ydkondensationsprodukte. 

Es ist daher ein zusatzlicher, scheinbarer Vitamin C-Gehalt in den Nahrungs. 
mitteln stets dann zu erwarten, wenn die Bedingungen fiir die Karamel- bzw, 
Melanoidinbildung gegeben sind. Die letztere tritt besonders leicht ein, wenn 
das betreffende Material, wie z. B. Kartoffeln, einen hohen Eiwei8-, insbesondere 
Aminosaurengehalt, aufweist.‘‘ 


Ob nun die Melanoidine die einzigen, bei der Warmeverarbeitung 
der Nahrungsmittel entstehenden, stark reduzierenden Koérper sind, 
ist heute freilich noch nicht zu entscheiden. Wir neigen aus einigen 
eigenen Beobachtungen zu der Ansicht, da8 neben Aminosiuren und 
Zuckern auch andere Stoffklassen der nativen Nahrungsmittel solche 
hochreduzierenden Verbindungen unter Warmeeinwirkung zu_bilden 
vermogen. 


I. Das Reduktionsvermégen von industriell getrockneten Gemiisen. 


Schon bevor wir uns naiher mit dem Problem der Ascorbinsiure- 
bestimmung befaBten, erwuchs uns die Aufgabe, Ascorbinsiureunter- 
suchungen an industriell und versuchsmaBbig getrockneten Gemiisen 
mit Hilfe der 2, 6-Dichlorphenol-Indophenol-Titration durchzufiihren. 
Wir kamen ohne Einschaltung des Verfahrens von Emmerie und 
v. Kekelen zu den in der Tabelle I angegebenen Werten. 


Auf eine quantitative Erfassung des Anteils an Dehydroascorbinsiure 
wurde damals bereits bewuBt verzichtet. Orientierende Versuche in dieser 
Hinsicht hatten nimlich eindeutig die Unzulanglichkeit der bisher bekannten 
Methoden dadurch erwiesen, daB gerade bei Trockengemiisen in den seltensten 
Fallen reproduzierbare und haufig unwahrscheinlich hohe Werte gefunden 
wurden, die auf Grund der Anwendung unserer kinetischen Methode nicht allein 
auf Ascorbinsiure beruhen konnten. In diesem Zusammenhang sei nur kw 
auf die Befunde von Diemair, Fresenius und Arnold in der oben zitierten Arbcit 
verwiesen, die in ascorbinsiure- und dehydroascorbinsaurefreien Gemischen von 
‘iweiB und Zucker nicht nur ,,Ascorbinséure“, sondern auch betrachtliche 
Mengen ,,Dehydroascorbinsaure“ titrierten. 
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Auf Grund der Erkenntnis der Unzulanglichkeit der bisher vorhandenen 
{ethoden zur Bestimmung der Dehydroascorbinsdure — speziell in Trocken- 
yemiisen — sind wir zur Zeit mit der experimentellen Aufklirung der Frage 
jer selektiven Reduzierbarkeit der Dehydroascorbinsiure bzw. der Aus- 
chaltung der bei H, S-Reduktion entstehenden reduzierenden Stoffe beschaftigt. 

Die Proben, deren Alter uns allerdings unbekannt blieb — wahr- 
cheinlich hat es sich um ziemlich frisch getrocknete Produkte ge- 
handelt — stammten teils von einer italienischen, teils von einer ungari- 
chen Firma. 


Tabelle I. 





Reduktionswert 
(in mg Ascorbinsaiure 
ausgedriickt) in einer 

100g Frischgemiise 


Reduktionswert } 
(mg Ascorbinsiure) | Verlust in % 


Gemiiseart 
in 100 g Frischgemiise | 


entsprechenden Menge | 
Trockengemiise 


57 
22 

9 
10 
24 


58 
91 
45 
10 
34 


6 83 
180 22 
125 34 


141 | 
83 | 


' 


Es zeigt sich also, daB in jedem Fall Verluste bei der Trocknung 
und anschlieBenden Lagerung eingetreten sind, die sich zwischen 10 und 
91°. bewegen. Wenn wir uns auch, da uns die Frischprodukte zur Unter- 
suchung nicht vorlagen, beziiglich der Ascorbinsiiuregehalte der frischen 
Gemiise an Literaturwerte halten muBten, so kénnten die Zahlen der 
zweiten Spalte gréBenordnungsmaBig doch sagen, daB der Ascorbinsiure- 
gehalt in Trockengemiisen in manchen Fiillen noch einigermafen be- 
friedigend ist und zur Deckung des menschlichen Bedarfs wohl Bedeutung 
haben kénnte. 

Bei eingehenderer Beschiftigung mit diesem Fragenkomplex 
untersuchten wir nun systematisch eine gréBere Anzahl von Trocken- 
gemiisen, die uns von verschiedenen Firmen zur Verfiigung gestellt 
wurden. Auch in diesen Fiillen haben wir aus den oben bereits erwihnten 
Griinden auf die Mitbestimmung der Dehydroascorbinsiiure verzichtet. 


Die Bestimmungen wurden mit Hilfe des Stufenphotometers nach 
der Vorschrift von F. Lauersen und W. Orth (23) durchgefiihrt, die etwaige 
stérende, reduzierende Stoffe nicht. nur zu erkennen, sondern bei Vor- 
liegen nativen Materials auch auszuschalten gestattet. Die Methode 
beruht darauf, daB der ascorbinsiurehaltige Metaphosphorsiure und 
Na-Acetat enthaltende Extrakt (NA) vom py 3,30 mit dem gleichen 


§ Volumen einer n/1000 Dichlorphenol-Indophenollésung gemischt und 


deren Entfarbung im Stufo zeitlich verfolgt wird. Liegt nur Ascorbin- 
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siiure vor, so ergibt sich eine Kurve ganz bestimmter Form, dic sich 
veriindert, wenn im Extrakt noch andere, in ihrem Redoxpotentia| 
positivere reduzierende Substanzen zugegen sind. Bei reiner Ascorbin. 
siiure laBt sich deren Konzentration durch Ablesung der sogenaintey 
,,O-Extinktion™ genau ermitteln, bei Vorliegen eines Gemisches der. 
selben mit anderen reduzierenden Substanzen bedienen wir uns, sofer) 
letztere iiberhaupt stéren, einer Verdiinnungsmethode, die diese stiren. 
den Substanzen in vielen Fallen mehr und mehr auszuschalten gest ttet, 
wenn ihr Redoxpotential positiver als das der Ascorbinsiiure ist. Fiji; 
natives Material ist diese Voraussetzung wohl stets gegeben. 

Wir hatten in der oben zitierten Arbeit, aus der auch Einzelheite 
iiber die Bestimmungsmethode zu ersehen sind, Entfarbungskurven 
angegeben, die sich mit einem Extrakt aus gerésteter Starke ergaben. 
Diese Kurven sind sehr ascorbinsiureihnlich und unterscheiden sich 
von jener der Ascorbinsiure durch einen anfinglich etwas stiirkeren 
Abfall, der dann schnell flacher wird, ohne sich jedoch vdllig an die 
Ascorbinsiiurekurve anzugleichen. Inwieweit sich Stoffe dieser Art 
im Gemisch mit Ascorbinsiure durch die Verdiinnungsmethede aus. 
schalten lassen, wurde seinerzeit noch nicht gepriift, da wir unsere 
Methode zuniichst nur fiir natives Material angewandt wissen wollten. 
Es wurde aber schon darauf hingewiesen, da die Anwesenheit hoch- 
reduzierender Substanzen wohl die Einschaltung eines weiteren che- 
mischen Arbeitsganges zu ihrer Abtrennung notwendig machen wiirde 


Unsere Vermutung bestiitigte sich. Obwohl uns an Hand von 
Modellversuchen mit Melanoidin-Ascorbinsiure- und Glucosekaramel- 
Ascorbinsiuregemischen sowie bei Trockengemiiseextrakten eine Aus- 
schaltung der stérenden reduzierenden Substanzen bis zu einem ge- 
wissen Grade gelungen ist, sehen wir in der Verdiinnungsmethode doch 
nicht die ideale Lésung fiir diesen Zweck. 


Wir kamen jedoch selbst ohne Eliminierung der stérenden Sub- 
stanzen bei Trockengemiisen insofern zu recht eindeutigen Ergebnissen. 
als sie uns AufschluB dariiber zu geben vermochten, ob und inwieweit 
die nach den in der Industrie iiblichen Methoden hergestellten Produkte 
als C-Quellen dienen kénnen. 


In Tabelle II sind die Ergebnisse unserer Untersuchungen an linger 
gelagerten Produkten zusammengestellt. Die Lagerzeit bewegte sich 
zwischen etwa 9 und 22 Monaten. Die Gemiise lagen teils in loser Form. 
teils als PreBlinge vor. Da das zur Trocknung gelangende Ausgang:- 
material von uns nicht untersucht werden konnte, bezogen wir uns bei 
Berechnung der Verlustzahlen in Spalte 8 auf die Vitamintabellen on 
Droese und Bramsel, deren Werte nach unseren Erfahrungen zwar einen 
guten Durchschnitt des C-Gehalts der verschiedenen Frischgemiise 


Lagerzeit. 


Trockengemissen mit langer 


in 


Ascorbinsauregehalt 
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angeben, ohne jedoch 
die bekannte erheblicte 
Streuungsbreite ler 
Werte in den nativen hast 
Produkten _ beriicksich- in di 
tigen zu kénnen. Wir Unte 
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stell 


in % 


dar. 


smiise 


in mg 
(nach Droese- 
Brameel) 


Ascorbin- 
séuregehalt 


méchten also nochmuals 
darauf hinweisen, dal} 
die Verluste nur grében- 


zusa 
stri¢c 


gem 


séure) 
einer 100g 


Frischgemiise 


ordnungsmaBig — beur- mit 
teilt werden diirfen, da Tab 
ja die Ascorbinsiiure- 
werte im  Ausgangs- 
material je nach Lager. 
zeit, Lagerart, Sorte und 
Erntetermin  Schwan- 
IO EE unterworfen 
Kena soSota~s sind. Spina 
Betrachtet man 
Spalte 6 der Tabelle II, WeiB 
in der die in den 
Trockengemiisen — bei 
Beriicksichtigung — ihres 
Wassergehalts — _ er- 
mittelten Reduktions- Rotk 
werte auf 100g Frisch- 
gemitise umgerechnet 
sind, so ergeben sich Karte 
auBerordentlich kleine 
Zahlen. Auch wenn der ( 
gesamte Reduktions- Rotk 
wert auf Ascorbinsiiure daB 
beruhen sollte, kénnten etwai 
héchstens Wirsingkoh!| nicht 
I und IT. eventuell noch auf e 
WeiBkoh! III als C- aber, 
Quellen praktisch eini- stehe 
germaBen in Frage kon- diirft 
men. Beriicksichtigt der A 
man aber, daB wahr- Frise] 
scheinlich nur ein Teil abges 
des Reduktionswertes Reihe 
Ascorbinsiiure ist und komn 


Reduktionswert 
(in mg Ascorbin- 
entsprechenden 
Menge Trocken- 
gemiise 


Reduktions- 
wert (in 
Ascorbinsdure 
ausgedriickt) 
in mge% 


| H, O-Gehalt 
in % 
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1. Halfte August 1942 
September 1942 


2. Halfte August 1942 
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Herstellungszcit 
1. Halfte August 1942 


Tabelle III. 


Scheiben 


Gerniiscart 





Schnittbohnen 
Karotten I... 
Petersilie IL. . 
Rotkohl I.... 
WeiBkohl .... 
Wirsingkohl . . 
Kartoffeln 

Karotten IT .. 


Petersilie I... 
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auferdem noch Verluste bei der Zubereitung der Gemiise eintreten, so 
stellen die von uns untersuchten Proben praktisch keine C-Quellen mehr 
dar. Besonders augenfillig wird diese Tatsache, wenn man den Ver- 
lust gegeniiber frischem Gemiise errechnet (Spalte 8). Es ergeben sich 
in den meisten Fiillen Verluste nahe an 100°. Die Ergebnisse unserer 
Untersuchungen an kurz gelagertem Trockengemiise sind in Tabelle IL] 
zusammengestellt. Der von der Trocknung bis zur Untersuchung ver- 
strichene Zeitraum ist aus den Angaben der Tabelle ersichtlich. All- 
gemein zeigt sich, daB die Reduktionswerte héher als bei den Proben 
mit langerer Lagerzeit liegen, was aus der Gegeniiberstellung in 
Tabelle [V gut hervorgeht. 


Tabelle IV. 





Reduktionswert (in Ascorbinsiure ausgedriickt) in mg% 





Gemiiseart 





Form lang gelagert ; Form kurz gelagert 


PreBling | 3,2 mn ™ 


a 16,7 
” 25,7 44,1 
lose | 39,0 


12,0 


Schnittbohnen PreBling | 0.0 
| 0,0 


30,0 
Rotkohl 18,2 


Karotten 0,0 
Kartoffel ace Scheiben 0,0 Scheiben 


Ganz wesentliche Unterschiede bestehen bei Spinat, Schnittbohnen 
Rotkohl, Karotten und Kartoffeln, die sich etwa durch die Tatsache, 
daB es sich bei beiden Gruppen um verschiedenes Ausgangsmaterial, 
etwaige verschiedene Vorbehandlung und Trocknung gehandelt hat, 
nicht erkliren lassen. Vielmehr deutet das Ausmaf der Unterschiede 
auf einen Verlust an Reduktionswert wihrend der Lagerung hin. Da 
aber, wie wir noch nachweisen werden, die bei der Trocknung ent- 
stehenden reduzierenden Substanzen stabiler sind als Ascorbinsiiure, 
diirfte der Verlust im Verlaufe der Lagerung in erster Linie auf Kosten 
der Ascorbinsiiure gehen. Spalte 7 in Tabelle III, welche die auf 100 g 
Frischgemiise bezogenen Reduktionswerte enthialt, zeigt, daB — zuniichst 
abgesehen von den bei der Zubereitung eintretenden Verlusten — eine 
Reihe von Trockengemiisen immerhin noch als C-Lieferanten in Frage 
kommen kénnten, sofern der Reduktionswert nur auf Ascorbinsiure 


g* 
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beruhte. Gerade hier wird also die Frage dringlich, welcher Ante 
des Reduktionswertes auf Ascorbinséure beruht. Spalte 9 gibt wiederun 
die Verlustzahlen wieder. Es muB besonders darauf hingewiesen werden. 
daB sich diese Zahlen, wie auch in Tabelle II, nicht nur auf die Trocknung 
als solehe, sondern auch auf die dem TrocknungsprozeB vorausgehende 
MaBnahmen wie Lagerung der Frischgemiise, Zerkleinern und Blan. wiewe 
chieren beziehen. Die Verlustzahlen sind kleiner als bei den langer ve. Mater 


lagerten Produkten, bewegen sich aber auch um 80 bis 90°. Daraus 


zitiert 
schiec 


einer 


Tabelle V. sichtl 





Ausgangswert 
(in mg Ascorbinsiure 
ausgedriickt) in 100g | 
Trockensubstanz 


Schnittbohnen . . | 56,9 31 | 163 
Nach 14 Tagen Nach 45 Tagen | Nach 80 Tage: 
307,7 115,0 108,8 
| Nach 14 Tagen Nach 50 Tagen | Nach 80 Tagen 
NE 6s is i 114,3 44,5 30,0 


Gemiiseart Nach 14 Tagen Nach 45 Tagen Nach 90 Tage 


Petersilie 





1300 geht hervor, daB also schon bei 
1200 | | | \ Waites Be der Trocknung und den der Trock- 
nung vorausgehenden MaBnah- 
men die Hebel zu einer Ver- 
minderung der Vitamin C-Ver- 
luste anzusetzen sind. 

Tabelle V und Abb. 1 zeigen. 
wie der Reduktionswert im Ver- 
laufe der Lagerung abnimmt 
Die Reduktionswerte beziehen 
sich jeweils auf 100g Trocken- 
substanz. Die Ausgangswerte 
wurden wiederum aus den An- 
gaben der Vitamintabellen von ergab 
Droese und Bramsel (24),  be- das \ 
ziiglich der Trockensubstanz- er 
gehalte aus der Nahrung: der k 
mitteltabelle von Schall (25) - Si 

\bb. 1. Die Verinderung des Reduk- = errechnet. Der erste Reduktions- — 
pie ‘Via — wert wurde jeweils 14 Tage nach daB h 

der Trocknung bestimmt, der nicht 

Abfall des Reduktionswertes zwischen 0 und 14 Tagen schlieBt also MH “e B 
die Trocknung und deren vorbereitende MaBnahmen ein. Wie mar suchu 
sieht, ist gerade in diesem Bereich der Abfall. sehr betrachtlich. etait 
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Il. Der qualitative Nachweis stérender reduzierender Substanzen 
in Trockengemiisen. 


Stufenphotometrisch haben wir nun auch nach der in der oben 
zitierten Arbeit (23) gegebenen Vorschrift die Entfirbungskurven ver- 
schiedener Trockengemiiseextrakte aufgezeichnet, um festzustellen, in- 
wieweit sich diese hochreduzierenden, bei der Trocknung biologischen 
Materials entstehenden Substanzen erkennen lassen. Die Ergebnisse an 
einer Reihe von industriell getrockneten Gemiisen sind aus Abb. 2 er- 
sichtlich. In sechs von neun Fiillen zeigte sich, daB neben Ascorbinsiure 


. 


korotien 
Norotten 
Spinat 
Weibhoh/ 
Wirsingkoh/ 
Schnifthohnen 


Petersilie 


a 4 
Min. 


Abb. 2. Der qualitative Nachweis stérender reduzierender Substanzen in Trockengemiisen. 
Ascorbinséurekurven ; ———— Gemiiseextraktkurven. 


sofern solche itiberhaupt noch vorhanden war — auch andere redu- 
zierende Substanzen zugegen waren. DaB sich diese Substanzen erst bei 
der Trocknung gebildet haben, wird besonders deutlich in den Fallen, wo 
unsere Untersuchungen an den entsprechenden frischen Gemiisen Kurven 
ergaben, die den ,,Ascorbinsiiurekurven“ préizis parallel liefen und fiir 
das Vorliegen von Ascorbinsiiure als einziger reduzierender Substanz 
sprachen (bei Spinat, WeiBkohl und Wirsingkohl). Die Verinderung 
der Kurven bei Extrakten der entsprechenden, getrockneten Produkte 
im Sinne eines stirkeren Abfalls gleich zu Beginn der Reaktion sowie 
einer stiirkeren Neigung im Verlauf-der weiteren 15 Minuten beweist, 
daB hier durch die Trocknung neue reduzierende und mit Ascorbinsdure 
nicht identische Stoffe entstanden sind. Wenig deutlich geht natiirlich 
die Bildung solcher Substanzen aus den Fallen hervor, wo die Unter- 
suchung des nativen Materials bereits die Anwesenheit anderer redu- 
zierender Substanzen neben Ascorbinsiiure ergab (z. B. Rotkohl). 
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Es ist nicht méglich, ein‘Charakteristikum der gebildeten Substanven 
auf Grund der Kurvenform zu geben; es ergibt sich eine Ahnlichkeit iit mit ] 
jenen von ,,Standardmelanoidin™ nach Enders und Emmerich und yor qu d 
karamelisierter Glucose, wie sie in Abb. 3 fiir verschiedene Melanoidin- liute 
und Karamelkonzentrationen (0,5, 1,0, 2,0 g Melanoidin und 1,0, 2.6 phen 
und 4,0 g Karamel jeweils in 100 cem MA-Gemisch) angegeben sind. dem 
Aus diesen Kurven geht iibrigens auch hervor, da beide Substrate je 


(in J 
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Abb. 3. Die Entfirbungskurven von Standard-Melanoidin und Glucosekaramel. 


beeinflussen und so im Gemisch mit Ascorbinsiure eine zusiitzliche 
Erniedrigung der O-Extinktion verursachen und damit einen héheren 
, Ascorbinsiuregehalt‘‘ vortiiuschen miissen. Wenn auch bei Unter- 
suchung von industriell hergestellten Trockengemiisen mit derart hohen 
‘Konzentrationen stérender Substanz nicht gerechnet werden kann, so 
erscheint doch eine Beeinflussung der O-Extinktion und damit eine 
Erhéhung der ,,Ascorbinsiurewerte‘‘ durchaus wahrscheinlich. 


III. Modellversuche mit Ascorbinsiure-Melanoidin- 
und Ascorbinsiure- Karamelgemischen. 


Inwieweit bei Ermittlung der O-Extinktion bei Ascorbinsiure- 
Melanoidin- und Ascorbinsiure-Karamelgemischen der tatsichliche 
Ascorbinsiuregehalt gefilscht werden kann, zeigt Tabelle VI. 

Es wurden verschiedene Mengen von Standardmelanoidin* (0,5, 1,0) 
und 2,0 g) bzw. Glucosekaramel (1,0, 2,0 und 4,0g) in etwa 50 ccm 
MA-Gemisch yom px 3,30 gelést, 10 ccm einer ‘Ascorbinsiurelésung 


* Das ,,Standardmelanoidin“ ist nur zu einem kleinen Teil léslich, der 
gréBere Teil bleibt ungelést und muB abfiltriert werden. 
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(in MA-Gemisch) genau bekannten Gehalts zugegeben, die Mischung 
mit MA-Gemisch auf 100 ccm aufgefiillt und die O-Extinktion gemessen. 
Zu diesem Zweck wurden, wie in der oben zitierten Arbeit genau er- 
jiutert, leem dieser Lésung mit 1 cem n/1000 Dichlorphenol-Indo- 
phenollésung in einer 1/2 cm-Kiivette gemischt und 15 Sekunden nach 
dem Mischen bei Filter 853 die O-Extinktion abgelesen. Die Ver- 
gleichskiivette enthielt eine Mischung von | ccm der Lésung mit 1 ccm 
dest. Wasser. An Hand der Eichkurve wurden die ,,Ascorbinsiure- 
werte’ ermittelt. In zwei weiteren Versuchen wurden jeweils unter 
ganz gleichen Bedingungen die O-Extinktionen von 100 cem die gleiche 
Menge Ascorbinsiure enthaltende Lésung (10 ccm der oben erwihnten 
Ascorbinsiiurelésung mit MA-Gemisch auf 100 ccm aufgefiillt) und 
weiter von 100 cem die gleiche Menge Melanoidin bzw. Karamel ent- 
haltende Lésung ermittelt. An Hand der Eichkurve wurden die Reduk- 
tionswerte dieser Lésungen (in Ascorbinsiure ausgedriickt) ebenfalls 
bestimmt. 


Es ergibt sich aus Tabelle VI, daB bei derartig hergestellten Ge- 
mischen regelmiBig zu hohe Werte fiir Ascorbinsiure abgelesen werden. 


Tabelle VI. 





2 3 4 


Reduktions- | Reduktions- 

wert des wert des 

Gemisches Gemisches Mehr 
errechnet gefunden ,,Ascorbin- 


Reduktions- 
wert des 
Mischung Melanoidins 


Reduktions- 
| wert der 


(ausgedriickt | Ascorbin- (ausgedriickt | (ausgedriickt siure“ 


siiure in 
| mg/l00 ccm 
Lésung 


in mg in mg gefunden 
Ascorbin- Ascorbin- in % 
sdure/100 ccm séure/100 ccm 
Lésung) Lésung) 


in mg Ascorbin- 
siure/100 ccm 
Lésung) 


a) 0,6 g Melanoidin 
+ Ascorbinsaure | 
in 100 MA 2,30 30,7 


b) 1,0g Melanoidin 
+- Ascorbinsaure 
in 100 MA 2,85 66,6 


c) 2,0 g Melanoidin 

+ Ascorbinsaure 

in 100 MA 3,76 102,2 
d) 10g Karamel 

+ Ascorbinsaure 

in 100 MA...... yt 2,31 


e) 2,0g Karamel 
+ Ascorbinsaure 
2,80 


f) 4,0 g Karamel 
+ Ascorbinsaure 
3,80 
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Bei Mischung a) resultiert ein ,,Ascorbinsiuregehalt** von 2,30 mg gegen. 
iiber einem in diesem Fall vorher festgestellten tatsichlichen \ oy 
1,76 mg. Mit steigender Melanoidin- bzw. Karamelkonzentration |) 
gleichbleibender Ascorbinsiiurekonzentration verschiebt sich das \ er- 
haltnis immer mehr zuungunsten der Ascorbinsaiure. Bei Mischung c) 
liest man statt einem festgestellten Gehalt von 1,86 mg nun 3,76 ing 
und bei Mischung f) statt 1,76 mg 3,80 mg ,,Ascorbinsiiure’ ab; das 
sind Erhéhungen des tatsiichlichen Ascorbinsiuregehalts von tiber 100 


Bemerkenswert ist noch, daB sich die in Spalte 1 und 2 angegebenen 
Reduktionswerte der einzelnen Komponenten Melanoidin bzw. Karame! 
und Ascorbinsiure nur bei der kleinsten Melanoidin- bzw. Karamel- 
konzentration addieren (Spalte 3), wihrend bei héheren Konzentra- 
tionen von Melanoidin bzw. Karamel Werte resultieren, die kleiner als 
die Summen der in Spalte 1 und 2 angegebenen Werte sind. Dies liegt 
in der Art der stufenphotometrischen, mit einem Uberschu8 an Farb- 
stoff arbeitenden Methode in Verbindung mit der Tatsache begriindet. 
daB Melanoidin und Karamel mit Dichlorphenol-indophenol langsame: 
als Ascorbinsiure reagieren. 


An Hand dieser Modellversuche lieB sich also zeigen, daB beim 
Vorliegen solcher reduzierender Substanzen in getrockneten Nahrungs- 
mitteln Erhéhungen der Ascorbinsiurewerte auftreten kénnen, die sich 
in ahnlichem AusmaB aber auch bei einer titrimetrischen Bestimmung 
ergeben miissen. 


Der techn. Assistentin Ingeborg Frank sei an dieser Stelle fiir die fleiBige 
und gewissenhafte Mitarbeit gedankt. 


Zusammenfassung. 


1. Ohne Eliminierung stérender Substanzen konnten bereits 
wichtige Hinweise fiir den Ascorbinsiuregehalt von industriell getrock- 
neten Gemiisen gewonnen werden. Bei Trockengemiisen mit langer 
Lagerzeit zwischen etwa 9 und 22 Monaten betriigt der Verlust an 
Ascorbinsiiure nahe an 100°. Die Reduktionswerte bei kurz gelagerten 
Produkten sind héher; bei Bezug der Reduktionswerte auf Frisch- 
gemiise ergeben sich jedoch auch hier Verluste zwischen 80 und 90°. 
die sich nicht nur auf die Trocknung als solche, sondern auch auf die 
dieser vorausgehenden Mafnahmen wie Lagerung, Zerkleinerung und 
Blanchieren erstrecken. 


2. Lagerungsversuche zeigten, daB zwar die Abnahme des Reduk- 
tionswertes im Verlaufe der Lagerung fortschreitet, die relativ gréBeren 
Verluste jedoch bereits durch den Trocknungsproze8 und dessen vor- 
bereitende MaBnahmen eintreten. 
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3. Mit Hilfe der von F. Lauersen und W.Orth beschriebenen 
Methodik wurden in Trockengemiiseextrakten reduzierende Verbin- 
dungen nachgewiesen, die nicht mit Ascorbinsiiure identisch sind und 
beim TrocknungsprozeB entstehen. Vergleichende Untersuchungen 
machen das Vorliegen von Melanoidin und mit diesen verwandten 
Verbindungen wahrscheinlich. 

4. An Hand von Modellversuchen mit Ascorbinsiure-Melanoidin- 
baw. Ascorbinsiure-Karamelgemischen wird gezeigt, in welchem Aus- 
maf Melanoidine und Karamelstoffe bei der Ascorbinsiurebestimmung 
stéren kénnen. 
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Himiglobin-Verbindungen. 
(Methamoglobinverbindungen) * 
Von 
R. Havemann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 1. Juli 1943.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


Von Hiimoglobin sind zwei reversible Oxydationsprodukte bekannt: 
Oxyhimoglobin und Himiglobin (Methimoglobin). Wiahrend Oxy. 
hiimoglobin sich sehr schnell [Hartridge und Roughton (1 —3)] aus Hiimo.- 
globin und molekularem Sauerstoff gemi8 der bimolekularen Reaktion: 
Hb + Og > HbOg bildet, verliuft die Reaktion, die zur Bildung von 
Himiglobin fiihrt, ziemlich langsam, wenn molekularer Sauerstoff als 
Oxydationsmittel dient. Wie Neill und Hastings (4) gezeigt haben, ist 
die Bildungsgeschwindigkeit von Hiamiglobin unabhingig von der 
Konzentration von Oxyhimoglobin und proportional den Konzentra- 
tionen von Hamoglobin und Sauerstoff. Demnach entsteht auch das 
Himiglobin in bimolekularer Reaktion direkt aus dem Hamoglobin. 
Da das Gleichgewicht dieser Reaktion Hiamoglobin + Sauerstoff 
= Hiimiglobin bei allen praktisch in Frage kommenden O,-Drucken 
volikommen auf Seiten des Himiglobins liegt (Gleichgewichtsdruck 
bei 50° .iger Dissoziation etwa 10-59 Atm. [Havemann und Heubner (5), 
wihrend Oxyhimoglobin bereits bei Sauerstoffdrucken von einigen 
Zentimetern Hg erheblich dissoziiert, ist die sehr geringe Geschwindig- 
keit der Einstellung des O.-Hiimiglobingleichgewichts die eigentliche 
Vorbedingung fiir die physiologische Funktion des Hiamoglobins als 
Sauerstofftransportmittel. Trotz der relativ geringen Bildungs- 
geschwindigkeit des Himiglobins muB der Organismus fiir eine stiindige 
Reduktion des sich bildenden Hamiglobins sorgen. Uber die Natur 
des Reduktionsmittels wurde jiingst durch Kiese (40) berichtet. Die 
sich stationir einstellende Haimiglobinkonzentration im Blutkérperchen 
des Menschen betrigt etwa 1°, des Gesamtblutfarbstoffs. 

Eine sehr rasche Himiglobinbildung wird durch solche Oxydations- 
mittel bewirkt, die direkt Elektronen aufnehmen kénnen, z. B. durch 
Ferricyanidionen. Die geringe Geschwindigkeit der Haimiglobinbildung 


* Hami-globin = Methamoglobin [Fe (3)-Verbindung]; Hamo-globin = Hi- 
moglobin [Fe (2)-Verbindung]. Gema8 einem Nomenklaturvorschlag von Kies 
v. Kaeske, diese Zeitschr. 312, 121, 1942. 
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durch Og in reinen Lésungen 1iBt sich also dadurch verstehen, daB die 
Konzentration der stark elektronenaffinen ungeladenen Hydroxyl- 
gruppe sehr gering ist, die gemaB (1) 


0, +2H,0 —> 40H (1) 


aus Sauerstoff und Wasser entstehen muB, um die Oxydation des 
Himoglobins zu Hiamiglobin zu erméglichen. Die Geschwindigkeit 
der Himiglobinbildung durch O, wird darum durch solche elektronen- 
affinen Molekeln bereits in geringen Konzentrationen stark erhdéht, 
die ihrerseits selbst durch Sauerstoff leicht reoxydiert werden. Diese 
Katalysatoren der Himiglobinbildung bilden toxikologisch eine wichtige 
Klasse der hamiglobinbildenden Gifte |W. Heubner (6)]. Der eigentliche 
Himiglobinbildner im obigen Sinne entsteht allerdings zumeist erst 
intermediar aus Stoffen, die selbst in reinen Himoglobinlésungen kein 
Himiglobin bilden kénnen. 


Wie Conant (7 —11) gezeigt hat, laBt sich das Gleichgewicht zwischen 
Haimoglobin, Sauerstoff und Himiglobin elektrochemisch durch Messung 
des Og-Potentials an einer blanken Platinelektrode messen. Dadurch 
gelang Conant der Nachweis, daB Himiglobin aus Himoglobin durch 
Aufnahme eines Oxydationsiiquivalents (1/, O) je prosthetische Gruppe 
entsteht, was schon von Kiister (12) postuliert und auch von Heubner (13) 
und v. Retnbold (14) im Gegénsatz zu anderen (15) vertreten worden 
war. Man formulierte bereits damals das Himiglobin als HbOH, um 
diesem durch Conants Messungen spiter erwiesenen Oxydationsgrad 
formelmiBigen Ausdruck zu verleihen, allerdings ohne fiir das Vor- 
handensein einer charakteristischen OH-Gruppe 1m Hamiglobin be- 
sondere Argumente zu haben. 


Havemann und Wolff (16) haben in Untersuchungen, deren Er- 
gebnisse neuerdings durch J. F. Taylor (17—19) und J. F. Taylor und 
B. Hastings (20) bestiatigt worden sind, das Reduktions-Oxydations- 
potential des Systems Hiimoglobin—Hiimiglobin sowie dessen Ab- 
‘hingigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration gemessen. Zur 
Erleichterung der Potentialeinstellung an der Pt-Elektrode setzten die 
amerikanischen Autoren den Hiamiglobinlésungen geringe Mengen 
eines Oxydations-Reduktionssystems mit etwa gleichem Potential wie 
Himiglobin zu. Dies System setzte sich einerseits schnell mit dem 
Himiglobin-Himoglobinsvstem ins Gleichgewicht und bewirkte anderer- 
seits wegen seiner Ionennatur eine schnelle Potentialeinstellung. Hier- 
durch wurde die fiir die Potentialeinstellung sonst bendtigte Zeit von 
2 bis 3 Stunden auf 10 bis 15 Minuten herabgesetzt. Neuerdings hat 
der Verfasser diese Untersuchungen auch auf die Frage der Temperatur- 
abhangigkeit des Hamiglobin-Haimoglobinpotentials ausgedehnt (21). 
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Alle diese Untersuchungen haben gezeigt, daB oberhalb py 6,5 bis 7 spekt 

je aufgenommenes Oxydationsiquivalent ein freies Wasserstof{ioy Messi 

‘gebildet wird, wihrend in sauren Lésungen unterhalb py 6,5 keine des 1 

Wasserstoffionen bei der Oxydation von Himoglobin zu Hiimiglo)jy der fi 

entstehen. Da man es heute als durch sehr verschiedenartige Methoden fihrt 

erwiesen betrachten kann, daB die Oxydation des Himoglobins 1 die I 
Himiglobin in einem Ubergang des Hiimoglobineisens aus dem zwei. 
wertigen in den dreiwertigen Zustand besteht, formulierten Havenviny 

und Wol/f das Ergebnis ihrer Messungen wie folgt : 

pu <7: Hb=Fe—e —» Hb=Fet, » B yi 

> 7: Hb=Fe + H,O —e —» Hb=FeOH + Ht. (3) globi 

Demnach befindet sich das Eisen der prosthetischen Gruppe bei des | 

Wasserstoffionenkonzentrationen gréBer als 10-®> in ionisiertem von 

Zustand (Hb=Fe*) und bildet im alkalischen Milieu durch Hydrolyse daB 

das Hydroxyd Hb=FeOH: Verh 


Hb=Fe+ + H,O =~ Hb=FeOH + H*. (4) globi 
in lo 
Dies 
in E 
des | 
Unte 
bot « 
tialn 


GemaB den Gleichungen (2), (3) und (4) wird in der vorliegenden 
Arbeit das sogenannte ,,saure‘‘ Haimiglobin mit der Formel Hb=Fe’ 
und das sogenannte , alkalische“ Hamiglobin mit der Formel Hb =Fe() H 
gekennzeichnet. Durch den doppelten Bindungsstrich zwischen H} 
und Fe soll ausgedriickt werden, daB das Eisen mit zwei Hauptvalenzen 


im Porphyrinring gebunden ist, wihrend die dritte Valenz im Hami- 
globin entweder ionisiert oder hydrolysiert ist. Durch diese Schreibart 
wird also auch die Dreiwertigkeit des Eisens im Hiimiglobin verdeutlicht 
Die entsprechenden Formulierungen fiir Haimoglobin und Oxyhimo- 
globin sind: Hb=Fe und Hb=Fe: Og. 


Durch Absiittigung der dritten Valenz des Eisens bildet Hiimi- 
globin eine Reihe salzartiger Verbindungen mit bestimmten Siuren 
bzw. deren Anionen, als deren einfachster Vertreter das alkalische 
Himiglobin selbst aufgefaBt werden kann. Das Studium der Dissoziation 
dieser Verbindungen sowie der Kinetik ihrer Bildung gewihrt weitere 
Einblicke in das Himoglobinmolekiil, wie in der vorliegenden Arbeit 
gezeigt werden soll. 


I. Dissoziationsgleichgewichte verschiedener Himiglobinverbindungen. 


Seit langem bekannt sind das Fluorid und das Cyanid des Hamu- 
globins (22—25), die deshalb auch bereits vielfach untersucht worden 
sind. In neuerer Zeit sind verschiedene weitere Himiglobinverbindungen 
beschrieben worden, so das Rhodanid [Jung (27)], das Cyanat [Hecht (26)|, 
das Fulminat [Barnard und Neitzel (28)] und noch einige andere. Diese 
Verbindungen sind simtlich durch charakteristische Absorptions- 


Oe SIG 8 CE RE Yt A 





: Hamiglobin-Verbindungen. 141 


spektren ausgezeichnet, so daB mit Hilfe optischer Methoden eine genaue 
Messung ihrer Dissoziationskonstanten méglich ist. Die Dissoziation 
des Hamiglobinfluorids wurde bereits von Lipmann (29) untersucht, 
der fand, daB das Massenwirkungsgesetz exakt befolgt wird. Lipmann 
fiihrte seine Messungen bei pu 6,8 aus und fand hier folgenden Wert fiir 
die Dissoziationskonstante: 

([Hb=Fe (3)*] [F ] 


TE. LE — 1,9 f 
[Hb—Fe(a)F) — 1°”. 6) 


Man bendtigt also ziemlich hohe F~-Konzentrationen — etwa 
M10 —, um eine einigermaBen vollkommene Umwandlung des Himi- 
globins in sein Fluorid zu erreichen. Die Abhangigkeit der Dissoziation 
des Himiglobinfluorids von der Wasserstoffionenkonzentration wurde 
von Lipmann nur in roher Anniherung gemessen, wobei sich ergab, 
daB die Dissoziation im Alkalischen stiirker als im Sauren ist. Dies 
Verhalten wurde von Hecht (32) bei einer gréBeren Zahl von Himi- 
globinsalzen beobachtet, deren Saiuren in dem untersuchten py- Bereich 
in Ionen dissoziiert sind, so bei Azid-, Cyanat- und Rhodanidhamiglobin. 
Dies Verhalten steht, wie spiiter eingehender dargelegt werden soll, gut 
in Einklang mit den von Havemann und Wolff (16) iiber die Hydrolyse 
des Haimiglobineisens entwickelten Vorstellungen. Eine eingehendere 
Untersuchung der px-Abhingigkeit der Dissoziation dieser Verbindungen 
bot somit die Méglichkeit einer Nachpriifung der aus den Redox-Poten- 
tialmessungen gezogenen Schliisse. 


1. Herstellung der Hamiglobinlisungen. 


Die bei den hier beschriebenen Versuchen verwendeten Hami- 
globinlésungen wurden aus Lésungen von Himoglobin hergestellt, in 
denen das Hiimoglobin mit Kaliumferricyanid zu Hamiglobin oxydiert 
wurde. 


Die Hamoglobinlésungen wurden zum Teil nach den Angaben von Littisch 
und Groscurth (39) durch Elektrodialyse mehrfach gewaschener Erythrocyten 
in einer Elektrodialysezelle mit anodischer Glykokoll-Kollodiummembran und 
kathodischer Pergamentmembran dargestellt. Diese Lésungen zeichnen sich 
durch groBe Haltbarkeit aus, da das Bacterienwachstum in der elektrolytfreien 
Lésung fast véllig gehemmt ist. 


AuBer dieser Darstellungsmethode wurde ein weiteres sehr einfaches Ver- 
fahren angewandt, das der Verfasser in einer anderen Mitteilung bereits kurz 
beschrieben hat (37). Hierbei werden dreifach mit physiologischer Kochsalz- 
lésung (0,9°% NaCl) gewaschene Erythrocyten in dem gleichen Volumen 1,5°,iger 
NaCl suspendiert und dann scharf abgeschleudert. Die iiberstehende Kochsalz- 
lésung und die obersten Erythrocytenschichten werden abgesaugt. Der ibrig 
bleibende Rest der in der hypertonischen Lésung etwas geschrumpften Erythro- 
cyten wird mit dem dreifachen Volumen destillierten Wassers versetzt und 
einige Stunden bis zum Eintritt einer méglichst vollkommenen Hamolyse 
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stehengelassen. Dann wird durch Zugabe festen Kochsalzes die NaCl-Kon. 
zentration auf etwa 2°, gebracht. Hierbei koagulieren die Stromata und |assey 
sich unter Zusatz von gemahlener Glaswolle abschleudern. Auf diese Weise 
werden ohne Gefahr der teilweisen Denaturierung stromafreie Hamoglobin 
lésungen erhalten, die etwa 2°, NaCl enthalten. Der Hamoglobingehalt dear 
hergestellter Lésungen bewegt sich um 5%. Aus diesen Hamoglobin-Staiim. 
lésungen wurden durch Verdiinnen mit Wasser bzw. Phosphatpufferlésungen 
etwa 1°,ige Hamoglobinlisungen hergestellt, in denen das Hamoglobin dann 
durch einen geringen UberschuB von K,[Fe(CN),] in Hamiglobin umgewande|t 
wurde. Diese jeweils frisch hergestellten verdiinnten Hamiglobinlésungey 
wurden bei den Messungen als Stammlésungen benutzt, nachdem der Himi. 
globingehalt nach dem Verfahren des Verfassers (36) bestimmt worden war 


2. Dissoziation von Hdmiglobinfluorid. 


In Abb. 1 sind die Absorptionsspektren von saurem und alkalischem 
Hiimiglobin sowie von Hiamiglobinfluorid dargestellt. Diese wie die 
anderen Absorptionsspektren wurden mit dem Spektralphotometer 
von Zeiss-[kon in einer Schicht- 





dicke von 20mm _ ausgemessen. 
Das Spektrum des Hiimiglobin- 
fluorids zeigt bei 606 my ein 
scharfes Absorptionsmaximum. 
Auch bei 593my, der Wellen- 
linge der Natrium-D-Linien, ist 
die Absorption des Hiamiglobin- 

Abb. 1. Absorptionspektren von fluorids erheblich stirker als die 

Hb=Fet, wc wae ae Kurve 1; Absorption der beiden Himiglo- 

: bine, so daB sich der Gehalt einer 
Haimiglobinlésung an  Hiamiglobinfluorid leicht durch Messung der 
Extinktion fiir Na-Licht bestimmen 1aBt (33). 

Die Messungen wurden mit Hilfe des vom Verfasser (30, 31) an- 
_gegebenen lichtelektrischen Kolorimeters ausgefiihrt. Die Temperatur 
der Lésungen betrug 20°C. Die py-Messungen wurden mittels einer 
Glaselektrode (Glas der Cambridge-Glass-Comp.) ausgefiihrt, deren 
Potential mit Hilfe eines als Nullinstrument geschalteten zweistufigen 
Rohrenvoltmeters mit Philips-Elektrometertriode in der ersten Stufe 
gemessen wurde. Die Kompensationsspannung wurde mit Hilfe des 
Kaskadenpotentiometers von Hartmann und Braun erzeugt. Der 

jitterableitungswiderstand der Elektrometertriode betrug 40 Megohm. 
wodurch ohne in Betracht kommende Belastung der Glaskette ein 
sehr stérungsfreies Arbeiten des Réhrenvoltmeters gewiihrleistet wurde 
Das Glaspotential wurde durch zwei gesittigte’ Kalomelelektroden 
abgeleitet, die sich in einem gemeinsamen Paraffinbad befanden 
Hierdurch wird exakte Temperaturgleichheit der beiden Kalome!- 
elektroden erreicht. Der Potentialunterschied zwischen den beiden 
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Elektroden war kleiner als 0,1 mV. Die Elektroden einschlieBlich der 
in einem Glasgefif und unter Lichtschutz untergebrachten Elektro- 
metertriode befanden sich in einem grofen, elektrostatisch abgeschirmten 
Lufithermostaten. Die Potentiale der Glaskette waren im allgemeinen 
auf etwa 0,2 bis 0,4 mV reproduzierbar. 

In Abb. 2 ist die Abhangigkeit der Dissoziation von Himiglobin- 
fluorid von der Fluorionenkonzentration in Phosphatpuffer vom py 6,88 
dargestellt. Die den Dissoziationsgrad in Prozent angebende Ordinate 
ist nach der Funktion log (1/a — 1) verzerrt, wobei fiir die log (1 /« — 1) 
die gleiche MaBeinheit wie fiir . 
die log [F~]-Skala der Abszisse 9\— 
gewihlt wurde. Dadurch er- 
gibt sich fiir eine bimole- - 
kulare Dissoziation nach dem a 
Massenwirkungsgesetz eine ‘5 sg} 

' 40 
30 





um 45° geneigte Gerade. 


Nach dem Massenwir- 
kungsgesetz gilt niimlich fiir 
bimolekulare Gleichgewichte - 
des Typus: A + BT LAB ad 

[A] [B) 
[AB] — 











5 -2 - 
~log [F*] 
k (6) Abb. 2. Abhingigkeit des Gehaltes einer 
Himoglobinlésung an Hb=Fe F von —log[F~}. 


Bezeichnet man mit «, wie in der dargestellten Kurve, den gebildeten 
Anteil AB, also 
[A B) . 
* = [A] + [4B] “ 
so folgt 
[A] == (1/a — 1) [AB], (8) 
d.h. es gilt 


K 
(Ia — 1) = FR 


oder logarithmiert : 
log (1/a — 1) = log k — log [ B]. (10) 


Setzt man, wie iiblich, 
Pp, = —logk, (11) 
so folgt 
log (1/a — 1) = —- py — log [B]. (12) 
D.h. log (1/a -- 1) + p, ist proportional — log[B]. Daher werden beim 
Auftragen von log (l/x — 1) gegen — log[ B] gerade Linien mit 45° 
Neigung erhalten, wenn eine Reaktionsgleichung des obigen Typus 
vorliegt. Verschiedene Gleichgewichte von Hiimoglobinderivaten, 
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z. B. das Gleichgewicht: Hb=Fe + Og — Hb=Fe: O, lassen sich 
nicht durch eine einfache Massenwirkungsgleichung beschreiben. ine 
befriedigende Darstellung gelingt aber durch eine Gleichung des folgenden 
l'ypus: [Hb=Fe] [0,]8 

[Hb=Fe: 0,] 
Der Exponent S (Sigmoidkoeffizient) fiihrt in der obigen Ableitung 7 
der Beziehung 


= K. 13 


log (l/x — 1) = — pm — S log [B]. (14 
Da 
d log (1/z — 1) ; 
dlog(B} ~~ * (us 
ergibt sich der Wert des Exponenten S aus der Neigung der Kurven 
Bei den hier untersuchten Gleichgewichten war die Neigung immer 45°, 
d.h. S war stets gleich 1. 
Fiir « = 1/5, d. h. 50°, ige Dissoziation, ergibt sich 


ee 
log (17 1) =log1 = 0, (16 


d.h. es gilt 
— log [B] = p,. (17 


p, ist also gleich der Abszisse des Schnittpunktes der Geraden mit der 
Linie « = 0,5. Da die Konzentration des Himiglobins bei den hie: 





T 
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Abb. 3. Abhiingigkeit von Pky vom pqx- 


beschriebenen Messungen nur etwa 10-5 betrug, wiihrend die Gleich- 
gewichtskonzentration des Fluorions sich von 10-3 bis 10-1! bewegte. 
demnach die an Himiglobin gebundene Menge F~ nie gréBer als ! 
der Gesamtmenge F~ war, konnte man diese gebundene Menge gegen- 
iiber der Gesamtmenge F~ ohne weiteres vernachlissigen und die 
Gleichgewichtskonzentration der Gesamtkonzentration [F~] gleichsetzen 

Die in Abb. 2 dargestellten Messungen liefern bei pu 6,88 eine 
Dissoziationskonstante des Himiglobinfluorids p; = 1,93, was mit den 
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Ergebnissen Lipmanns (29) in guter Ubereinstimmung ist, aus dessen 
Messungen bei px 6,8 sich fiir p, der Wert 1,9 errechnet. Die Abhiingig- 
keit der Dissoziationskonstanten von der Wasserstoffionenkonzentration 
wurde in dieser Weise in einem gréBeren py-Bereich gemessen. Die 
Ergebnisse sind in Abb. 3 dargestellt. Wie hieraus ersichtlich ist, ist 
die Dissoziation in Lésungen mit einem py <6 praktisch unabhingig 
vom pu, waihrend p, bei px > 7 ziemlich genau proportional dem px 
abfallt. 
3. Dissoziation von Hdmiglobinrhodanid. 


In der gleichen Weise wie bei Hiimiglobinfluorid wurden Messungen 
an dem erstmalig von Jung (27) beschriebenen Himiglobinrhodanid 
ausgefiihrt. Die Absorptionsspektren von Himiglobin (py = 6,8) und 
Haimiglobinrhodanid sind in 
Abb. 4 dargestellt. Wegen des 
geringen Unterschiedes der 
Lichtabsorption der  beiden {# oe 
Verbindungen bei 593 my ‘sk 
konnte das Licht der Na- 2; 


45 





Lampe nicht zur Messung der 
Gleichgewichte benutzt wer- . | 
den. Als Lichtquelle wurde U0 500 my 


deshalb eine Gliihlampe ver- Abb. 4. Absorptionsepektren ven Hb= Pet (1) 
und Hb=Fe SCN (II). 











wendet. Aus dem Emissions- 
spektrum der Gliihlampe wurde durch das Schottsche Lichtfilter RG | 
(14mm _ Schichtdicke) die Strahlung unterhalb 610 my, absorbiert. 
Durch Messung der Absorption in dem verbleibenden langwelligen Rest 
konnte der Gehalt der Lésungen an Hiimiglobinrhodanid mit Hilfe 
von Eichkurven bestimmt werden. 


Bei Messungen mit polychromatischem Licht kann das Beersche 
Gesetz in seiner einfachsten Form, wie es fiir monochromatisches Licht 
gilt, nicht angewendet werden. Man ist deshalb hier auf Eichkurven 
angewiesen. Da die Herstellung von definierten Mischungen von 
Himiglobin und Hiimiglobinrhodanid wegen der starken Dissoziation 
des Himiglobinrhodanids nicht méglich ist, wurden zur Aufnahme der 
Eichkurven in den verschiedenen py-Bereichen zwei Kiivetten von je 
10mm Schichtdicke hintereinander in den Strahlengang des Kolori- 
meters gebracht. Die eine Kiivette enthielt eine reine Hiamiglobin- 
lésung in Phosphatpuffer, die andere Kiivette eine Lésung von Himi- 
globinrhodanid im gleichen Phosphatpuffer mit einer hohen Kon- 
zentration von Rhodanid, die eine Dissoziation des Hiimiglobinrhodanids 
verhinderte. Die Eichkurven wurden in der Weise bestimmt, daB bei 
variiertem Konzentrationsverhiltnis des Hamiglobins und des Himi- 

Riochemische Zeitschrift Band 316. 10 
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globinrhodanids die Summe der Konzentrationen in den beiden Kiivett «1 
konstant gehalten wurde. Diese Gesamthimiglobinkonzentration war 
gleich der bei den spiiteren Gleichgewichtsmessungen angewendeten 
Konzentration, nimlich 0,1 mM. Auf diese Weise wurde bei variierte: 
pu eine Schar von Eichkurven erhalten, die in Abb. 5 dargestellt ist 
und bei der Auswertung der Gleichgewichtsmessungen verwendet 
wurde. Der Verlauf dieser Eichkurven gibt die Differenz der Licht. 
absorption der Gemische gegeniiber einer reinen Himiglobinlésung an, 

yw nicht deren Gesamtwert. Diese 
ns te Differenz wurde dadurch in ein- 

487 





facher Weise gemessen, daB durch 
Regelung der Blende vor der Ver- 
gleichsphotozelle des Kolorimeters 
— wihrend die Kiivette reine Himi- 
globinlésung enthiclt — bei Trom- 
melstellung Null kompensiert wurde. 
Bei der nachfolgenden Messung der 
Mischungen wurde dann nur der 
der Extinktionsdifferenz entspre- 
chende Trommelwert gemessen. 
Hierdurch erreicht man, daB alle 
0+ Gf G0 08 G8 %0 Messungen mit der optimalen Mel3- 

wee genauigkeit des Kolorimeters aus- 


Abb. 5. Eichkurven fiir die Beziehung rm - * 
zwischen Trommelteilstrichen des Kolori- gefiihrt werden kénnen, 


sibntinees ag Paar ee Dread Die in Abb. 5 dargestellten Eich- 
verschiedenen py-Werten. kurven sind trotz der Verwendung 
polychromatischen Lichtes verhiilt- 
nismaBig wenig gekriimmt. Dies riihrt daher, daB die gemessenen 
Extinktionsdifferenzen ziemlich klein sind. Wegen der hohen Mebi- 
genauigkeit des lichtelektrischen Kolorimeters konnten diese kleinen 
Extinktionsunterschiede doch auf etwa 1°% des Héchstwertes genau ge- 
messen werden. Dab die Abweichungen von der Geradlinigkeit be: 
kleinen Extinktionen nur gering sind, zeigt eine Durchrechnung der 
Funktion 
































E = log Iy/I = log [(1 — a) 10-*¢ + a] (18) 


fiir » = 0,5, was einer Beimengung von 50°, Fremdlicht entspricht, 
welches von der Lésung nicht absorbiert wird. Es ergibt sich, daB bis 
E =0,1 die gréBte Abweichung von der durch den Schwerpunkt 
gelegten Geraden etwa — 2°, des MeBwertes ist. 

Die Abhangigkeit der Dissoziation des Himiglobinrhodanids von 
der Rhodanidkonzentration bei pu 7,82 zeigt die Abb. 6. In Tabelle | 
sind hierzu die Versuchsdaten mitgeteilt. Zur Auswertung der Kolori- 
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metertrommelwerte diente die entsprechende Kichkurve der Abb. 5, 
die die direkte Ablesung von « aus den Trommelwerten gestattet. 


Bei der Berechnung von p, gemaB (12) wurde die Aktivitat des 
SCN~ nicht beriicksichtigt, sondern direkt mit der Konzentration 


(SCN~] gerechnet. Hierdurch 
erklirt sich wahrscheinlich 
das Abfallen der p,-Werte bei 
den héchsten SCN~--Konzen- 
trationen. Der letzte Wert 
der Spalte 7 wurde deshalb 
bei der Mittelwertsbildung 
nicht beriicksichtigt. 


Wie aus der Konstanz 
von p, und der Geradlinig- 
keit der dargestellten Disso- 
ziationsfunktion in dem oben 
beschriebenen Koordinaten- 


Tabelle I. Gesamtkonzentration Hamiglobin: 0,1mM. pg = 


Oo 


40 














Abb. 6. 
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netz’ hervorgeht, gehorcht bei konstant gehaltenem px auch dic 
Dissoziation des Hiamiglobinrhodanids dem Massenwirkungsge-ety 
gemif der einfachen Massenwirkungsgleichung 
[Hb=Fe*] [SCN7] 
[Hb—FeSCN] 
Die Abhingigkeit der Dissoziationskonstante p, vom px zeigt die 
Abb. 7. Von der etwas festeren Bindung des Rhodanidions abgesehen 
stimmt das Ergebnis weitgehend mit dem bei Hiimiglobinfluorid er- 
haltenen iiberein. ’ 


= K = 10-*:. (19) 


Unterhalb py 6,5 gelten fiir die beiden Verbindungen die Clei 


chungen [Hb=Fe*] [F°] 


[Hb—Fe F] 
(Hb=Fe*] [SCN] 
[Hb=FeSCN] | 


= 10-238 (20) 


= 10-34, (21) 


In diesem pu- Bereich ist also die Dissoziation von der [H~] unabhiangig. 
Oberhalb px 6,5 wird die Beziehung zwischen py und p, durch die 
folgenden Gleichungen ausgedriickt : 
Fluorid, pu > 6,5: Dy, = 8,75 - : (22) 
Rhodanid, pu > 6.5: Peay 
Hieraus folgt 
10 -8,75 
kp — [H*] 
und 
107 9,8 
ksox- = [{H*] ° 
Das heiBt aber: Die beiden Gleichgewichte lassen sich oberhalb pu 6,5 
dureh die folgenden Reaktionsgleichungen beschreiben : 
(Hb—Fe OH] [F”] [H+] 
(Hb=Fe F] 
Hb—Fe 0 H] (SCN [H*] 
[Hb—FeSCN] 
Demnach gelten fiir die beiden Hamiglobinverbindungen in den 
untersuchten py-Bereichen die folgenden Reaktionsgleichungen : 
Pu < 6,5: Hb=Fe* +F = Hb=FeF, (28) 
Pu > 65: Hb=FeOH+F + H'* == Hb=FeF + H,0, (29) 
pu < 6,5: Hb=Fet +SCN == Hb=FeSCN, (20) 
Pu > 6,5: Hb=FeOH +SCN +H* —~ Hb=FeSCN+H,0. (31) 


-_ 


= 10-575, (26) 


— 10 — 9:80, (: 


4. Dissoziation von Hamiglobincyanid. 


Da HCN in dem hier diskutierten py-Bereich undissoziiert ist, 
ist fiir das Gleichgewicht zwischen Himiglobin und Blausaure eine 
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umgekehrte Abhiangigkeit der Dissoziationskonstanten vom py zu er- 
warten, gemiB den folgenden Reaktionsgleichungen : 

Pu < 6,5: Hb=Fet +HCN => Hb=FeCN +H’, (32) 

Py > 6,5: Hb=FeOH + HCN — Hb=FeCN + H,0O, (33) 
da hier bei pu < 6,5 Wasserstoffionen entstehen sollten, wihrend ober- 
halb px 6,5 das Gleichgewicht von der Wasserstoffionenkonzentration 
unabhiingig sein miiBte, da mit der Reaktion keine Anderung der 
Wasserstoffionenkonzentration verbunden ist. 





300 











0 a5 40 hd 
com 4,00435n- KCN 


Abb. 3. Abhiingigkeit der gebildeten Menge Hb=FeCN von der zugegebenen Menge KCN. 


Kurve I: Berechnet fiir tk = 6,35 - 10-6. Punkte: Beobachtet. 
: » &=0,635- 10-6, Kreise : Berechnet fiir & = 1,27 - 10-6 
k = 0,000. 


Versuche, dieses Gleichgewicht ausreichend genau zu messen, 
schlugen jedoch fehl, da nicht geniigend reproduzierbare Werte erhalten 
werden konnten, um die obigen Ansiitze zu beweisen. Als Ursache 
dieser Schwierigkeiten stellte sich heraus, daB bei den wegen der sehr 
festen Bindung des Cyanids sehr kleinen Gleichgewichtskonzentrationen 
von Blausiure die Reaktionsgeschwindigkeit der Cyanhiimiglobin- 
bildung derart gering ist, daB unkontrollierbare Sekundirreaktionen 
(Oxydation der Blausiure) die Einstellung und Messung definierter 
Gleichgewichtszustiinde unméglich machten. 

Immerhin reichten die hierzu unternommenen Messungen hin, um 
das schon von Haurowitz (25) mitgeteilte Ergebnis zu bestiitigen, daB 
Himiglobin eine CN-Gruppe je prosthetische Gruppe bindet. In 
Abb. 8 ist die Abhingigkeit der gebildeten Menge Himiglobincyanid 
von der zugefiigten Menge Kaliumcyanid dargestellt. Der stark aus- 
gezogene Linienzug wiirde sich ergeben haben, wenn die Gesamtmenge 
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des zugefiigten Cyanids von Hiimiglobin im Verhiltnis von einem ('\ 
je prosthetische Gruppe gebunden worden wire, d.h. wenn die Disso. 
ziationskonstante des Hiimiglobincyanids gleich Null wiire. (Die \er- 
wendeten 75 ccm 0,1112°.iger Methimoglobinlésung waren 1,11 com 
der zugefiigten 0,00435 n KCN-Lésung aiquivalent.) Wegen der Disso. 
ziation des Hiimiglobincyanids bleiben die tatsichlich gebildeten 
Mengen (punktierte Kurve) hinter den Werten der ausgezogenen Kurve 
zuriick. (Hierbei spielt, wie bereits erwihnt, eine Sekundirreaktion 
der Blausiure eine stérende Rolle, so daB es gar nicht zur Gleichgewiclits. 
einstellung kommt.) 
‘Berechnet man unter Zugrundelegung der Massenwirkungs. 

gleichung 

{[Hb=FeO H] [HCN] 

- [Hb=FeCN] © 
die Abhiingigkeit der gebildeten Konzentration [Hb=FeCN] von der 
zugesetzten Menge [2X HCN] fiir verschiedene Werte von K gemiif 
der Funktion 


Hb=FeCN] = 1/, (2 Hb—FeOH] + [SHON] + K) — a 

— 1/,\({2 Hb=FeOH]+[2HCN]+K)?—4[2Hb—FeOH][2HCN]’ > 
so ergeben sich fiir K = 6,35- 10-6 bzw. K = 0,635 - 10-6 die beiden 
in Abb.8 strichpunktiert eingetragenen Kurven. Die beobachtete 


= K (34) 





punktierte Kurve entspricht etwa einer Konstanten vom Werte 
kk = 1,27-10-6. Aus der guten Anpassung der beobachteten Kurve 
an die hier berechneten geht weiterhin einwandfrei hervor, daB — wie 
in den berechneten Kurven angenommen — ein CN je prosthetische 
Gruppe gebunden wird. 


Il, Kinetik der Bildung von Himiglobincyanid aus Hamiglobin 
und Blausiure. 

Die Geschwindigkeit der Bildung von Hamiglobincyanid ist gering 
und ohne Schwierigkeiten genau meBbar. Die gebildete Menge Hii- 
globincyanid 1iBt sich wahrend der Reaktion an der Abnahme der 
Lichtabsorption im Roten bequem messen, wobei eine Eichkurve benutzt 
werden kann, wie sie auch zur Bestimmung von Hamiglobin nach der 
,,Cyanidmethode* von Havemann, Jung und v. Issekutz (33) ver- 
wendet wird. 

Bei den Messungen der Reaktionsgeschwindigkeit wurden stets 
iiquivalente Mengen von Hamiglobin und Kaliumcyanid zur Reaktion 
gebracht. Der Gehalt der Kaliumeyanidlésungen wurde durch potentio- 
metrische Titration mit Silbernitrat bestimmt. Vor Beginn der Reaktion 
wurden die Lésungen im Luftthermostaten auf 38°C gebracht. Das zu 
den Messungen verwendete Photozellenkolorimeter befand sich gleich- 
fallsim Thermostaten. Die Lichtquelle (100 Watt Projektionsgliihlam pe) 
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wurde bei den Messungen jeweils nur fiir wenige Sekunden eingeschaltet, 
um eine Erwirmung und starkere Belichtung der Lésungen zu ver- 
meiden. Die Einstellung des MeBwertes an der MeBtrommel konnte 
durch Verwendung eines schnellschwingenden Spiegelgalvanometers 
(volle Periode 0,4 Sekunden) in 2 bis 3 Sekunden ausgefiihrt werden. 
Wie sich in Vorversuchen ergeben hatte, blieb der Nullpunkt des Kolor- 
meters bei dieser Arbeitsweise iiber Tage konstant. Der Nullpunkt 
wurde vor und nach jeder MeBreihe kontrolliert. 


In Abb. 9 sind die Er- 
gebnisse einiger  solcher 
Messungen dargestellt. Wie I 
aus der Abbildung hervor- 
geht, ergeben sich bei Auf- 


%, @ 





tragung von ‘00. p gegen 
die Reaktionsdauer gerade 
Linien (p = Prozent Um- 
wandlung in Héimuglobin- 
cyanid). Die Reaktion ver- 
liuft demnach bimolekuiar. 
Die geringen Abweichungen 
von der Geradlinigkeit ge- 
gen Ende der Reaktion 
(man beachte den Mafstab 
in p) beruhen wahrschein- 
lich auf der sich geltend- r. ay ——g, 
machenden Gegenreaktion Abb. 9. Bildung von Hb=FeC N aus dquivalenten 
der Dissoziation des Hiimi- Mengen Himoglobin und HCN; 
globincyanids. Sie kénnen Pa tant to Se. 

‘ ‘ Anfangskonzentrationen Kurve I: 11,0 -n/10~-5, 
aber auch bereits durch die » I: 7,48-n/10-5, 
Sekundirreaktion der Oxy- ” ay a 
dation der HCN verur- pea ire oceac a 
sacht sein. Die sich aus den in Abb. 9 dargestellten Messungen er- 
rechnenden Geschwindigkeitskonstanten der Reaktion (Pferdehimi- 
globin) sind nebst den Halbwertszeiten und den Anfangskonzentrationen 
in Tabelle II zusammengestellt. Die Ubereinstimmung der bei den 


P 














Tabelle II. 





Anfangskonzentrationen Halbwertzeit Geschwindigkeits- 
Himiglobin und HCN Sekunden konstante 


11,0 -10-5 | 34,5 263 
7,43 + 10-6 50,4 267 
5,27 - 10-5 73,2 259 
2,82 - 10-5 140 254 
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verschiedenen Konzentrationen erhaltenen Werte fiir die Geschwindiv. 
keitskonstante kann als befriedigend bezeichnet werden. 

Wie weitere Messungen ergaben, ist die Geschwindigkeit «ec 
Bildung von Himiglobincyanid sehr stark von der Wasserstoffionen- 
konzentration abhingig. Die Geschwindigkeit ist bei Rinderhamiglo} in ziatic 
bei pu 6,90, bei Pferdehimiglobin bei py 6,75 am gréBten. In Abb. 10 Glei 
ist die Abhingigkeit des Logarithmus der Geschwindigkeitskonstanien 


50, 


























chun 
die . 
Abb. 10. Abhiangigkeit der Geschwindig- Abb. 11. 
keit der Bildung von Hb=FeCN von px. Verlauf der Hb=Fe CN-Bildung 

Kurve 1: Pferde-Himiglobin, bei Py 6,08. 

Kurve II: Rinder-Hamiglobin. 


vom px dargestellt. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist bei Pferdehiimi- 
globin stets gréBer als bei Rinderhimiglobin. Bei beiden Himoglobin- 
arten nimmt der Logarithmus der Geschwindigkeitskonstanten vdllig 
parallel und nach beiden Seiten vom py des Maximums der Geschwindig- 
keit in gleichem Grade ab. 

Bei den kinetischen Messungen trat die Dissoziation des Hami- 
globincyanids bei den alkalischen Lésungen kaum in Erscheinung. Bei 
den Messungen unterhalb pu 7 wurde jedoch eine zunehmend stiirkere 
Dissoziation beobachtet. Als Beispiel ist in Abb. 11 das Ergebnis eines 


Versuchs bei py 6,08 dargestellt. Bei Auftragung von 


P 
100 — p Bese" glob 


die Zeit ergeben sich statt der Geraden hier konvex gekriimmte Linien. und 
Die Geschwindigkeit der Bildung von Hamiglobincyanid konnte aber Aue 
auch hier noch in ausreichender Weise aus der Neigung der Kurve bei stiit 
Reaktionsbeginn berechnet bzw. graphisch ermittelt werden.  Fiir 
diese sauren Lésungen lieB sich eine einigermaBen befriedigende Be- hei 
stimmung der Dissoziationskonstanten lyse 
- [Hb=Fe*] [HCN] 
[Hb=FeCN][H'] 
aus dem sich bei Ende der Reaktion einstellenden Gleichgewicht durch- sehr 
fiihren. Fiir eine Kontrolle des durch Extrapolation auf den Beginn zwis 
der Reaktion erhaltenen Wertes der Geschwindigkeitskonstanten der allei 
Bildung waren jedoch diese Werte fiir die Dissoziationskonstante nicht fiir 
genau genug. Wer 


Ti 
ew 10,5 (36) ay 
der 
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III, Diskussion der Ergebnisse, 
1. Die Gleichgewichtsmessungen. 


Wie bereits oben mitgeteilt (S. 148), ergaben sich fiir die Disso- 
ziation von Hamiglobinfluorid und Himiglobinrhodanid die folgenden 
Gleichgewichtskonstanten : 

me se [Hb=Fe*] [F°] 
Pu < 6,5: [Hb=Fe F] 
_ (Hb=FeOH) (F~] [H*) 
pa > OS: (Hb=FeF] 
ven (Hb=Fe*] [SCN] 
pu < 6,5: [Hb=FeSCN] 
3 .. (Hb=Fe OH][SCN”][H*] 
pu > 6,5: [Hb—FeSCN] 


= 19-2* (37) 
= 10—%75, (38) 
= 19—% 14, (39) 
= 19—% 8, (40) 


Dividiert man Gleichung (37) durch Gleichung (38) bzw. Glei- 
chung (39) durch (40), so erhalt man in beiden Fallen die Gleichung fiir 
die Hydrolyse des Himiglobineisens: 

[Hb=Fe*) —_ 10837 bow 6,66 ~ 196,52 
[Hb—FeOH][H*] ~ 10 bzw. 10%°° = 10%". (41) 
Da 
H* = Ky, o0/[OH ] = 10~™" (OH | (t = 20°C), (42) 
laBt sich (41) umformen in 
[Hb—Fe*](OH™] 
fHb—Fe OH] 

Diese Gleichung entspricht der von Havemann und Wolff (16) aus 
Redoxpotentialmessungen fiir Himiglobin abgeleiteten Hydrolyse- 
reaktion : 





= 10—755, (43) 


Hb=Fe+ + OH” =~ Hb=FeOH. (44) 

Die Gleichgewichtsmessungen an Himiglobinfluorid und Hami- 

globinrhodanid liefern also eine erneute Bestaitigung der Messungen 

und der daraus abgeleiteten Schliisse von Havemann und Wolff (16). 

Auch die amerikanischen Autoren (17—20), die diese Messungen be- 
stiitigen, haben die Befunde in ahnlicher Weise diskutiert. 


Die Redoxpotentialmessungen von Havemann und Wolff (16), die 
bei 38°C ausgefiihrt worden waren, hatten fiir den Wert der Hydro- 
lysenkonstanten (41) 10°° ergeben, wihrend die Untersuchungen von 
Taylor und Taylor und Hastings bei 30°C den Wert 10°° ergaben, 
der mit dem Ergebnis der vorliegenden Messungen (Kya, = 10°”) 
sehr gut iibereinstimmt. Es ist nicht anzunehmen, daB die Differenz 
zwischen den bei 38°C und den bei 30° C erhaltenen Werten fiir Pines. 
allein auf den Temperaturunterschied zuriickzufiihren ist, da sich dann 
fiir die Warmeténung der Reaktion (44) der unwahrscheinlich hohe 
Wert von 23500 cal ergeben wiirde. 
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Die Hydrolysekonstante des Hb=Fe* gestattet, aus der auf S. |5) 
angegebenen Dissoziationskonstanten des Hiamiglobincyanids fiir Aas 
pu-Gebiet Pu < 6,5 

{Hb=Fe*] [HCN] 
[Hb—FeCN] [H*] 
die Dissoziationskonstante des Gleichgewichts 


Hb=FeOH + HCN ~~ Hb=FeCN + H,0 (46) 


= 10,5 = 101 


zu berechnen, deren direkte Messung fehlgeschlagen war. Sie ergily 
sich zu 
[Hb=Fe 0H] [HCN] — 10—5,50 " 
[Hb=Fe CN] ; (41 
Im einzelnen betrachtet zeigen die Gleichgewichtsmessungen a 
Hamiglobinfluorid und -rhodanid eine einwandfreie Unabhingigkeit de: 
Dissoziationskonstanten von der gebundenen Menge des Anions. De: 
Wert der Sigmoidkonstanten ist also gleich 1,0. Demnach reagieren 
die verschiedenen prosthetischen Gruppen mit etwa gleicher Energie 
Auch wird durch die Bindung eines Anions an eine oder mehrere de: 
prosthetischen Gruppen die Dissoziationskonstante der iibrigen nicht 
erkennbar beeinfluBt. 


2. Die Kinetik der Bildung von Hiimiglobincyanid. 


Die Deutung der kinetischen Messungen gestaltet sich naturgemil 
schwieriger. Zuniichst ist bemerkenswert, daB das Maximum der Reak.- 
tionsgeschwindigkeit anscheinend mit dem isoelektrischen Punkt de: 
untersuchten Hamiglobine zusammenfillt. Dafiir spricht insbesondere 
der Unterschied in den py-Werten des Maximums bei den beiden Spezie- 
(Rinderhimiglobin py 6,90, Pferdehimiglobin py 6,75), wihrend man 
sonst auch geneigt sein kénnte, die Nachbarschaft des Neutralpunktes 
bei der Deutung heranzuziehen. Die beobachteten Maximum-py- Werte 
stimmen jedoch vorziiglich mit den bekannten Werten fiir den iso- 
elektrischen Punkt dieser beiden Himoglobine iiberein. Demnach hat 
der Ladungszustand des Proteinanteils des Himoglobinmolekiils ent- 
scheidenden EinfluB auf die Geschwindigkeit der Reaktion der prostheti- 
schen Gruppen mit Blausiure. Und zwar verringert sich die Reaktions. 
geschwindigkeit proportional zu der mit zunebmendem Abstand vom iso- 
elektrischen Punkt wachsenden Aufladung des Molekiils. Fiir einen 
solechen Einflu8 der Aufladung spricht auch der Unterschied der Reak- 
tionsgeschwindigkeiten bei Rinder- und Pferdehimiglobin. Es ist be- 
kannt, da Pferdehimoglobin eine besonders geringe Anzahl disso- 
ziierender Gruppen besitzt, woraus sich auch dessen geringere Léslich- 
keit und leichte Kristallisierbarkeit erklirt. Die Aufladung ist als 
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bei Pferdehimoglobin stets kleiner als bei Rinderhimoglobin. Dem 
entspricht die gréBere Bildungsgeschwindigkeit des Pferdehamiglobin- 
cyanids. 

Die reaktionshemmende Wirkung der Aufladung des Protein- 
molekiils 1aBt sich.am besten verstehen, wenn man annimmt, daB die 
reagierenden prosthetischen Gruppen sich nicht an der Oberflache, 
sondern im Innern des Gesamtmolekiils befinden. Hierfiir sprechen 
auch die Ergebnisse der Messungen von Taylor und Coryell (35), durch 
die eine gegenseitige Beeinflussung der vier prosthetischen Gruppen 
bewiesen wird. Die vier Porphyrinringe — oder auch zumindest je 
zwei der Gruppen — miissen also im Himoglobinmolekiil einen sehr 
geringen Abstand voneinander haben. Fiir eine zentrale Lage der 
prosthetischen Gruppen spricht auch die Tatsache, daB die gegenseitige 
Beeinflussung der prosthetischen Gruppen praktisch aufgehoben wird, 
wenn das Haimoglobinmolekiil durch Harnstoff oder hohe Elektrolyt- 
konzentration in zwei gleiche Halften aufgespalten worden ist. 

Wie der Verfasser neuerdings bestitigen konnte (21), gilt fiir das 
Gleichgewicht des Himiglobins mit Elektronen offenbar — wie bei der 
Hb=Fe: O,-Dissoziation — eine Massenwirkungsformel, in der ein 
Sigmoidexponent auftritt. Hieraus geht eine gegenseitige Beeinflussung 
der prosthetischen Gruppen hervor, die bei der Reaktion des Himiglobins 
mit Elektronen allerdings wesentlich geringer ist als bei der Reaktion 
zwischen Himoglobin und O,. In Gegenwart von Harnstoff geht der 
Sigmoideffekt verloren, denn die Dissoziation der Himoglobinmolekel 
entfernt die prosthetischen Gruppen voneinander. 

Die zentrale Lage der prosthetischen Gruppen macht den starken 
EinfluB des Ladungszustandes des umgebenden Proteinmolekiils auf 
die Reaktionsgeschwindigkeit zwischen den prosthetischen Gruppen 
und Blausaure leicht verstindlich. Fiir das Zustandekommen eines 
solehen Einflusses seien hier zwei Méglichkeiten ins Auge gefabt: 
1. Erschwerter Durchtritt des HCN-Dipols durch den Potentialwall 
der aufgeladenen Molekiiloberfliche; 2. Herabsetzung der Léslichkeit 
von HEN in der ,,Proteinphase“ durch die Molekiilaufladung. 

Eine Hemmung des Eintritts von HCN in das Molekiilinnere (wo 
dann erst die Reaktion mit den prosthetischen Gruppen erfolgen kann) 
durch den das aufgeladene Proteinmolekiil umgebenden Potentialwall , 
wird durch das hohe Dipolmoment der HC N-Molekel plausibel gemacht. 
Uber diese Annahme kann leicht durch Untersuchung der Temperatur- 
abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit entschieden werden, da die 
Aktivierungsenergie dann mit zunehmender Aufladung ansteigen muB. 
Die kinetischen Messungen von Hartridge und Roughton (1—3) iiber 
die Bildungsgeschwindigkeit von Oxyhimoglobin und Kohlenoxyd- 
himoglobin haben ergeben, daB die Bildungsgeschwindigkeit von 
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Hb=Fe: Og aus Sauerstoff (Dipolmoment Null) und Hiimoglobin yon 
der [H*] und von der Temperatur unabhingig ist. Demgegeniiber win 
die Bildungsgeschwindigkeit von Hb=Fe: CO (Dipolmoment von (() 
0,12 10°18 el. stat. E.) sowohl von der [H*] wie von der Temperatur 
beeinfluBt. Ein Zusammenhang zwischen Dipolmoment der mit Hb — Fe 
reagierenden Molekiile und der Aktivierungsenergie-der Reaktioy 
scheint demnach wirklich zu bestehen. Ob allerdings bei der Bildung 
von Hb=Fe: CO ein Zusammenhang zwischen der Aktivierungsenergie 
und dem Ladungszustand des Proteinmolekiils in dem hier angenomme. 
nen Sinne vorhanden ist, lit sich aus den Messungen von Hartridy 
und Roughton nicht entnehmen, da bei der Kleinheit des Dipolmoments 
von CO der Effekt méglicherweise zu gering ist. 

Die Dipolmomente einiger Stoffe, die mit Himoglobin bzw. Hiimi- 
globin Verbindungen bilden, sind in der Tabelle III zusammengestellt. 
Dort ist auch das Wasserstoffperoxyd aufgefiihrt, das mit Hamiglobin 
eine noch wenig untersuchte Verbindung bildet. Die dem Hamoglobin 
verwandte Katalase (gleiche prosthetische Gruppe, aber vierfaches 
Molekulargewicht) beschleunigt bekanntlich den Zerfall von Wasser- 
stoffperoxyd. Hierbei muB die intermedidire Bildung einer H,(..- 
Katalaseverbindung angenommen werden, die der H,0O,-Verbindung 
des Himiglobins ahnlich ist, da das Eisen der prosthetischen Gruppen 
der Katalase dreiwertig ist. Das ausgepriigte Maximum der Katalase- 
aktivitaét bei py 7 1iBt vermuten, daB die Bildungsgeschwindigkeit 
dieses Zwischenproduktes die Geschwindigkeit der Gesamtreaktion 
bestimmt, so daB sich fiir die Bildungsgeschwindigkeit der H.(.- 
Katalaseverbindung eine entsprechende Abhiingigkeit von der Molekiil- 
aufladung ergiibe wie bei der Cyanhimiglobinbildung. Leider wurden 
jedoch Bestimmungen des isoelektrischen Punktes der neuerdings selir 
rein darstellbaren Katalase bisher nicht ausgefiihrt, so daB das Maximum 
der Katalaseaktivitiit bei py 7 noch nicht als sicheres Argument fiir 
einen analogen Mechanismus dieser Reaktion gelten kann. 

Wenn sich entgegen diesen Uberlegungen keine Abhingigkeit der 
Aktivierungsenergie vom Ladungszustand ergeben sollte, steht zur 





T abelle III. 


Abhiingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit 





| Dipolmoment 
10'* el, st. E. von der 
Temperatur 


T rT i | ),9 ind 
HCN (Hb=Fe-CN) ... 28 | ft | eterk PEO t5 ) 
O, (Hb=Fe: 0.) Null | Null Null 
CO (Hb=Fe: CO) 0,12 | deutlich | deutlich ? 

NO (Hb=Fe: NO) 0,16 ? ? ? 
H,O, (Katalaseaktivitat) 2,13 stark stark 


vom Py | Pu-Optimum 
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Deutung der beobachteten py-Abhiingigkeit der Reaktionsgeschwindig- 
keit noch die Annahme offen, daB mit wachsender Aufladung des 
proteinmolekiils die Léslichkeit von HCN in der ,,Proteinphase‘ 
abnimmt. Mit wachsender Aufladung tritt bekanntlich durch Hydrata- 
tion und gegenseitige AbstoBung der geladenen Gruppen eine starke 
VergréBerung des Proteinmolekiils ein, die Léslichkeit in Wasser nimmt 
zu und der ,,Lipoidcharakter“ ab. Angesichts der guten Lipoidléslich- 
keit von HCN wire also eine Herabsetzung der Léslichkeit von HCN 
in der Proteinphase mit wachsender Hydratation ziemlich gut denkbar. 
Die Entscheidung dieser Fragen muB weiteren Untersuchungen vor- 
behalten bleiben. 


Zusammenfassung, 


Mit Hilfe des vom Verfasser entwickelten photoelektrischen Kolori- 
meters wurde die Dissoziation von Himiglobinfluorid, Hamiglobin- 
rhodanid und Himiglobincyanid sowie die Kinetik der Bildung von 
Hiimiglobineyanid untersucht. 


Fir Hamiglobinfluorid wurde der von Lipmann (29) gemessene 
Wert der Dissoziationskonstanten bei py 6,8 bestitigt. Die Disso- 
ziationskonstanten des Fluorids und Rhodanids wurden in einem 
gréBeren pu-Bereich gemessen. Unterhalb py 6,5 wird die Dissoziation 
der beiden Verbindungen von der Wasserstoffionenkonzentration 


unabhingig. es gelten die folgenden Konstanten: 
[Hb=Fe*] [F°] 
[Hb=Fe F] 
[Hb—Fe*][SCN7] 
[Hb=FeSCN] 
Oberhalb pu 6,5 nimmt die Dissoziation mit steigendem py zu, es gelten 
die folgenden Konstanten: 
[Hb=FeOH][F-}[H*] _ 
[Hb=FeFr) ~*~ 
[Hb—FeOH] [SCN ][H*] 
[Hb—FeSCN] 


= 10-238, 


as 16-50. 


10— 375. 


ante 10 9,80 


Das Konstantenpaar jeder der beiden Verbindungen liefert gut 
iibereinstimmende Werte fiir die Hydrolysekonstante des Hamiglobin- 
eisens bei 20°C: 

[Hb—FeOH][H*] 
{[Hb=Fet] 

Der auf diesem Wege ermittelte Wert der Hydrolysenkonstanten 
stimmt gut tiberein mit dem Wert, der sich aus den Redoxpotential- 
messungen von Taylor (17 —-19) und Taylor und Hastings (20) errechnet. 


ex 10 ~ 6,52 
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Dies Ergebnis bedeutet eine gute Bestiitigung der auf Grund yon 
Redoxpotentialmessungen von Havemann und Wolff (16) entwicke!ten 
Anschauungen iiber die Hydrolyse des dreiwertigen Eisenatoms der 
prosthetischen Gruppen des Himiglobins. 


Bei der Reaktion von Hiimiglobin mit Blausiure wird je Fe-A(om 
eine CN-Gruppe gebunden. Die Gleichgewichtseinstellung erfolgt seh; 
langsam, wenn iiquimolare Mengen zur Reaktion gebracht werden. 
Wegen sekundirer Umsetzungen der Blausiure konnte die Disso- 
ziationskonstante des Himiglobincyanids nicht anniihernd mit der 
gleichen Genauigkeit gemessen werden wie die der beiden anderen 
Verbindungen. Die Dissoziation des Himiglobincyanids nimmt, un. 
gekehrt wie bei den beiden anderen Salzen, unterhalb py 6,5 mit 
steigender [H*] zu. Das Gleichgewicht befolgt die folgende Bedingung 


[Hb=Fe+] [HCN] 


~— 10—1,02 
[Hb—FeCN][H*] © 1° ‘ 





Die oben angegebene Hydrolysenkonstante ergibt dann fiir die py-unab- 
hingige Dissoziation in den alkalischen Lésungen oberhalb py 6,5 die 
folgende Dissoziationskonstante : 


[Hb—FeOH] [HCN] 


cat ih ~ 19—5,50 
‘i—non = 


Die Messungen der Reaktionsgeschwindigkeit der Bildung von 
Himiglobincyanid aus Himiglobin und Blausiure in dem py-Bereich 
von 5,5 bis 9,5 ergaben: Die Reaktion verliuft bimolekular. Die Reak- 
tionsgeschwindigkeit ist am isoelektrischen Punkt des Hiimoglobins am 
gréBten. Der Logarithmus der Geschwindigkeitskonstanten nimmt 
nach beiden Seiten vom isoelektrischen Punkt in gleichem Grade ab. 
Es werden zwei Deutungsméglichkeiten fiir dieses Ergebnis dis- 
kutiert. 
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Zur endogenen Atmung und Girung der Oberhefe. 
II. Mitteilung: 
px-Abhangigkeit der Atmung. 
Von 

Hans Borei und Sven Lindvall. 

Aus dem Wenner-Gren-Institut fiir experimentelle Biologie der Un 
Stockholm.) 
(Eingegangen am 5.Juli 1943.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In der ersten Mitteilung dieser Serie (Borei, 1942) wurde dargelez 
daB die tiher das Cytochromoxydase-Cytochromsystem gehende en: 
gene Atmung (EA) der Oberhefe (Hefefabrik Rotebro) in zwei Ante: 
zerfallt: einen monomolekular verlaufenden, schnell abklingende 
Teil (MA), dessen Reaktionsgeschwindigkeit durch die Subst: 
konzentration bestimmt wird, und einen mit konstanter Geschwi 
keit verlaufenden Teil (KA). der augenscheinlich durch die Ku: 
zentration eines seiner Enzyme begrenzt ist. Unter Einwirkung 
geringen Mengen von NaF wird zunachst die KA — wahrschei: 
durch Enzymmobilisierung — kraftig aktiviert. Bei héheren Naf 
Konzentrationen wird die gesamte EA (also sowohl die MA als 
die KA) durch Wirkung des Na F auf das Cytochromoxydase-Cytochr 
system beinahe vollig gehemmt. Die Untersuchungen wurden in Ber: 


steinsaure-Succinatpuffer bei px 5 durchgefiihrt. 


Bei dieser zweiten Mitteilung handelt es sich um die py-Abhang 
keit der genannten Erscheinungen. die wir manometrisch (Bar 
Warburg) bei 30°C untersucht haben. Es wurde hauptsachlich b: 
steinsaure-Succinatpuffer (pK der Bernsteinsiure = 4.2) in einer §: 
konzentration von 100 Millimol benutzt. Die ausschlieBliche Anwen- 
dung einer einzigen Puffersubstanz, der Bernsteinsaure. birgt nati 
die Méglichkeit zu fehlerhafter Deutung der Resultate in sich: Die fe. 
gestellten Differenzen kénnten ja mehr oder weniger lediglich au! 
Wirkung der Bernsteinsdure zuriickzufiihren sein. Innerhal! 
benutzten pu-Gebietes (4 — 6.5) stehen jedoch kaum andere 
sichtlich ihres Verhaltens zu Hefe indifferente Puffersysteme zur \« 
fiigung. Entweder kénnen die Puffersubstanzen von der Hefe 
Substrat verwertet werden oder aber sie beeinflussen den Stoffwec! 
in anderer Weise. Die Bernsteinsdure aber kann. wie von Runn-' 
Borei und Sperber (1940) gezeigt worden ist. nicht von der benutzte! 
Hefe angegriffen werden. Ferner iibt die Bernsteinsaure. wie aus ma: 
faltigen Untersuchungen aus unserem Institut hervorgeht. auch + 





Zur endogenen Atmung und Garung der Oberhefe. II. 161 


anderweitigen zu beriicksichtigenden Einwirkungen auf die Hefe aus. 
Das ebenfalls brauchbare Phosphatpuffersystem, dessen px in der 
Nahe von 6,9 liegt, kommt aus diesem Grunde nur fiir die héchsten 
py-Werte des Untersuchungsbereiches in Frage, wo, wie unten naher 
dargelegt werden soll (siehe Abb. 1), die Wirkungen des NaF nur sehr 
schwach sind. Man vergleiche hierzu auch die Tabelle LI, in der die 
Finwirkung verschiedener Konzentrationen von NaF auf die Atmung 
bei px 6,2 in Phosphatpuffer und bei py 5 in Bernsteinsaéure-Succinat- 
puffer wiedergegeben ist. 

Das py der Ansatze wurde vor und nach dem Versuch unter Benutzung 
von Glaselektrode und Réhrenvoltmeter ermittelt. Die Pufferungskapazitat 
erwies sich als groB genug, um die py-Verschiebungen wahrend des Versuchs 
2 Stunden) oder infolge des Na F-Zusatzes stets innerhalb von 0,06 py-Einheiten 
zu halten. Gewdhnlich betrug die Verschiebung etwa 0,02 bis 0,03 py-Einheiten. 
Die angegebenen pxy-Werte beziehen sich auf den Anfangswert (f,) des NaF-freien 
Ansatzes. Die Hefemenge (Rotebro D,-Oberhefe*) war 30 mg pro Ansatz. 

Beziiglich Methoden, Material und Bezeichnungen sei auf die erste Mit- 
teilung (Borei, 1942) verwiesen. Die Versuchsserien stammen aus der Zeit von 
November 1941 bis Mai 1942. 


Die pu-Abhangigkeit der unbeeinfluBten endogenen Atmung. 


Die EA erweist sich bei samtlichen untersuchten Wasserstoff- 
jonenkonzentrationen des AuBenmediums als aus zwei Anteilen be- 
stehend. Diese sind auf Grund der vélligen Ubereinstimmung mit den 
Resultaten der ersten Mitteilung (Bore. 1942) als MA und KA zu charak- 
terisieren. Die Ergebnisse einiger Versuchsserien bei vier verschiedenen 
pu-Werten sind in Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle I. Die EA bei verschiedenem py. Versuchsserien W-175, W-176 
und W-177. 





Gesamte FA KA 
Asymptote Qo. der gesamten EA nach 
der EA bei Abzug des Asymptotenwertes 


te te ee — So, - gare ce 


tis tes fis tee 


—@o, 





4,36 14,70 8,90 6.20 8.50 2,70 
5,06 13,40 7,40 4,80 8,60 2,60 
5,28 12.8) 6,95 4,10 8,70 2 85 
5,74 10,80 5,20 2,40 8,40 2.80 


Es zeigt sich. daB die KA mit fallendem px stark zunimmt. Dies 
ist als eine Aktivierung des betreffenden. den begrenzenden Faktor 
darstellenden Enzyms zu deuten. Eine Aktivierung dieses Enzyms 
kann also sowohl durch Verschiebung des px als auch durch Fluorid 
‘siehe Borei (1942) und unten] hervorgerufen werden. Malm (1940) 


* Diese Hefe ist mit der von Borei und Sjédén (1943) benutzten AZ,-Hefe 
identisch. 
Biechemisch: Zeitschrift Band 516g 11 
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stellte fest, daB beim Eindringen von HF in die Zelle das py der A) 
lésung steigt; im Innern der Zelle fallt somit das py wahrschein|ic), 
Nach Soret (1942) besteht die Wirkung von in geringer Konzentr:\|ioy 
eingedrungenem HF auf die EA hauptsichlich in einer Aktivie:\ng 
der KA. Es herrscht also eine auffallende Parallelitit zwischen de 
Wirkung von zugesetztem NaF und der einer py-Senkung im Au\en- 
medium: Beide Eingriffe diirften eine Verminderung des px im Innery 
der Zellen zur Folge haben. Die Aktivierung der KA in den beiden 
genannten Fiillen kénnte vielleicht in dieser Weise auf eine gemeins: re 
Ursache zuriickgefiihrt werden. 

Die MA hingegen ist py-unabhingig: Die Geschwindigkeit, i: 
der das von Anfang an vorhandene Substrat veratmet wird, ist  bej 
allen untersuchten pu-Werten zu jedem Zeitpunkt vom px unbeeinflus 
So erweist sich in Tabelle I der Wert fiir —Qo, der MA bei z. B. ¢); und 
tyo fiir die verschiedenen py-Werte als konstant. 

Runnstrém und Sperber (1941) haben die Veratmung zweier exozener 
Substrate bei verschiedenem py studiert. Sie arbeiteten mit Bernstein. 
siure-Succinat- oder Phosphatpuffer zwischen pa 4,20 und 8,00 und 
fanden, daB die Veratmung sowohl von Glucose als auch von Brenz- 
traubensaure mit fallendem px stark zunimmt. Man vergleiche auch die 
analogen Versuche mit Glucose von Marcuse und Runnstrém (143). 
Dies ist mit unseren Befunden fiir das endogene Substrat v6llig iiber- 
einstimmend und diirfte wohl die Auffassung stiitzen, daB als Substrat 
der EA zum mindesten Kohlenhydrate verwendet werden. 

Die Art des veratmeten Substrats wird von Borei (1942) diskutiert. 
Auf Grund des gefundenen RQ (= 1) kommen als primires Ausgangs- 
material fiir die EA besonders Glykogen und Trehalose in Frage. In- 
dessen gilt die Feststellung, daB der RQ gleich etwa 1 ist, hauptsichlich 
fiir px 5. Bei anderen py-Werten tritt, wie aus Tabelle IT ersichtlich, 
eine Verschiebung ein. 


Tabelle II. Der RQ bei verschiedenem py. Versuchsserie W-174. 
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richtig sein. Bei niedrigerem py aber, wo die KA mehr vorherrscht, 
steigt der RQ sogar auf > 1. Auch am Ende der Versuche, wenn die 
MA schon weitgehend abgeklungen ist und die KA in den Vordergrund 
tritt, ist der RQ durchweg héher als zu Beginn. In Tabelle II z. B. ist 
der RQ fiir simtliche pu-Werte bei tz) kleiner als bei tyo5. Unter der 
Kinwirkung von miBigen NaF-Konzentrationen schlieBlich wird die 
KA, wie friiher (Borei, 1942) beschrieben, kriftig aktiviert; gleichzeitig 
schieBt auch der RQ in die Héhe. Beim Ablauf der KA scheint somit 
neben der Verbrennung des Substrats auch eine gewisse Vergirung 
vonstatten zu gehen. Die vermutete Kohlenhydratnatur des betreffenden 
Substrats wird aber durch diese Ergebnisse beziiglich des RQ nicht 


in Frage gestellt. 


Die NaF-Wirkung bei verschiedenem px. 

Die aktivierende oder -hemmende Einwirkung von NaF auf die 
EA wurde bei verschiedenem py untersucht. Fiir vier py-Werte sind 
die Resultate in Abb. 1 wiedergegeben. 

Mit steigendem py setzt die 
bei maiBiger NaF-Menge auf- 
tretende Aktivierung und die so- 
dann bei héherer NaF-Konzen- 
tration beobachtete Atmungs- 
hemmung erst bei um so héheren 
NaF-Konzentrationen ein. Bei 
pe 5,74 tritt in dem unter- _ 
suchten NaF -Konzentrations- 
bereich (0 — 60 millimolar) also 
nur noch die Aktivierung zu- 
tage. Man vergleiche auch die 
Tabelle IIT, die einen Versuch mit 
Phosphatpuffer bei py 6,2 wieder- 
gibt. Die Na F-Wirkung ist hier 
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véllig ausgeléscht. Zum Ver 2 w@ 

gleich sind einige Daten einer a 

1 os . x —— ~ Abb. 1. Die Einwirkung verschiedener Na F- 
\, + rT > 

Serie mit Bernsteinsiure-Suc- Scnmdsteatibinen wk ie MA beak Sur. 


cinatpuffer von py 5 angefiihrt. schiedenem Py —Q0, berechnet bei t,o. 


Tabelle III. Die Einwirkung von verschiedenen NaF-Konzentra- 
tionen auf die EA bei py 6,2 und 5. O,-Verbrauch in wl zwischen 
ty — tiagoe Versuchsserien W-114 und W-115. 
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Die py-Abhingigkeit 1iBt sich lediglich mit der Annahme \oy 
Runnstrém und Sperler (1938) erkliren, daB das Fluor nur als yp. 
dissoziiertes HF in die Zellen eindringt. Diese Annahme wurde {ii 
Glucose verbrauchende Hefe von Malm (1940) durch Analysen. ein. 
deutig bestatigt. (Vgl. auch Marcuse und Runnstrém, 1943.) Es besteh; 
also'ein py-geregeltes Gleichgewicht zwischen dem Fluoridgehalt de; 
AuBenlésung und der in den Zellen wirksamen, als undissoziiertes Hf 
eingedrungenen Fluoridmenge. Aus der Tabelle von Runnstrém \n¢ 
Sperber (1938) ist zu ersehen, daB der Gehalt einer Fluoridlésung ay 
HF mit fallendem py stark zunimmt. Es kann also bei niedrigen ), 
mehr Fluor im Innern der Zelle zur Wirkung gelangen. 

Die hemmende Wirkung des NaF ist bei niedrigem py relatiy 
gréBer als bei héherem. Auch sinkt der absolute Betrag des nich 
fluoridhemmbaren Atmungsanteils mit abnehmendem py (Abb. 1), 
Dies diirfte vielleicht mit einer pu-Abhangigkeit der Enzymsysteme 
dieses dritten, nach Borei (1942) vermutlich nicht itiber das Cytochrom. 
oxydase-Cytochromsystem verlaufenden Atmungsanteils in Zusammien. 
hang stehen. Bemerkenswert ist ferner auch, daB die relative Akti- 
vierung durch Fluorid um so gréBer ist, je mehr das px abnimmt. 

Borei (1942) wies darauf hin, daB aus verschiedenen Zeiten 
stammende Hefen nicht in gleicher Weise auf Fluoridzusatz reagierten. 
Je gréBer die Anfangsgeschwindigkeit der EA, um so hoher die NaF. 
Konzentration, bei der die Fluoridwirkung zum Ausdruck gelangt. 
Ja, es gibt sogar Fille, in denen die Wirkung ganz ausbleibt. Dies wird 
mit der Hypothese von Runnstrém, Gurney und Sperber (1941) iiber 
die Bildung von ,,protected units‘ in Zusammenhang gebracht. Bei 
niedrigem pu ist die Anfangsgeschwindigkeit der Atmung zwar grilier 
als bei hbherem (Tabelle I). Jedoch ist andererseits gerade bei niedrigem 
pu die Fluoridwirkung am ausgeprigtesten. Diese Tatsache wird aber 
verstindlich, wenn man die bedeutend gréBere Eindringungsgeschwin- 
digkeit des Fluorids bei niedrigem py (vgl. Malm, 1940) beriicksichtigt. 
Eine eventuelle Schutzwirkung auf Grund der Bildung von ,,protected 
units‘‘ wird unter diesen Umstiinden von der erheblich gréBeren Fluorid- 
konzentration im Innern der Zelle ganz in den Schatten gestellt. 


Zusammenfassung. 


Die endogene Atmung der Rotebro D;-Oberhefe ist von der (idle 
des gu (Untersuchungshereich py 4,0 — 6.5) abhangig. Mit sinkendem 
pu nimmt cer kenstante Atmungsanteil (KA) stark zu, wiihrend der 
moncn olekulare Atmungsanteil (MA) unbeeinfluBt bleibt. 

Der RQ ist py-abhingig. Bei px 5 betragt er etwa 1; bei py <5 
ist er gréBer als 1. Er steigt auch im Laufe der Versuche. In diesem 
Zusammenhange wird die Natur des verbrauchten Substrats besprochen. 
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Die Fluoridwirkung (mit steigender NaF-Konzentration zuerst 
\ktivierung des konstanten Atmungsanteils und sodann Hemmung 
der gesamten endogenen Atmung) tritt bei um so niedrigeren Fluorid- 
konzentrationen ein und wird um so stirker, je niedriger das py ist. 
Umgekehrt ist bei héherem py (6.2) die Wirkung des NaF beinahe 
villig ausgeschaltet. 


Fir die vorliegende Untersuchung erhielt der eine von uns (Soret) ein 
Stipendium von der Stiftung ,,Gustaf och Anna Retzius fond fiir vetenskaplig 
forskning’’. Ferner danken wir der ,,Rockefeller Foundation’‘. Das Unter- 
suchungsmaterial wurde uns freundlicherweise von ,,Svenska Jastfabriks AB“ 
wr Verfiigung gestellt. 
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Uber den biologischen Abbau des Chlorophylls. 
Von 
Kurt Noack. 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Berlin. 
(Eingegangen am 9. Juli 1943.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Die Untersuchung bezweckt eine Einsichtnahme in den biologiscliey 
Chlorophyllabbau. , Es wurde eine biologisch mégliche Modellreaktion 
ausgearbeitet, die sich im Rahmen des Erreichbaren hierauf im lebenden 
Blatt verwirklichen lieB. 

Die bisherigen Erfahrungen iiber den Chlorophyllschwund machen 
es deuttich, da8 eine Auswanderung intakten Chlorophylls nicht in 
Frage kommt, der Chlorophyllschwund jedoch sich zu einer Zeit vollzieht, 
in der die Zelle noch als physiologische Einheit titig ist. Die Zeller 
reifender Friichte sind noch lange nach dem Verlust ihres Chlorophy!is 
normal lebensfaihig und in vergilbenden Blittern vollzieht sich de: 
Chlorophyllschwund in einer Phase, in der vitale Prozesse in Forn 
von Abbauvorgingen an den Grundstoffen der Zelle nachweisbar sind. 
Schon 7'swett! fand, daB die Zellen herbstlich vergilbter Blatter noch 
plasmolysierbar sind. 

Wichtig ist vor allem der EiweiBabbau in Verbindung mit der 
Atmung. Mit Michael? fand ich, daB Chlorophyllschwund und Abbau 
des gesamten BlatteiweiBes symbat verlaufen, und es ist anzunehnie 
daB das ChloroplasteneiweiB zugleich mit dem iibrigen EiweiB der Zelle 
abgebaut wird. Das ChloroplasteneiweiB muB ebenso wie die Chloro- 
plastenlipoide in enger, irgendwie gearteter Beziehung zum Chlorophy!! 
stehen (z. B. Lubimenko, Noack, Menke). Auch gelingt es (Micha: 
s. oben), durch Glucose- und Asparaginzusatz, also durch Begiinstigung 
der EiweiBbildung, die Vergilbung unter gleichzeitigem Anstieg des 
GesamteiweiBes hintanzuhalten. Interessant und vor allem den vitalen 
Charakter des Chlorophyllschwundes beweisend ist die alte Beobachtung 
von A. Meyer4, wonach die Blattvergilbung bei Tropaeolum durch 
Entfernung des oberen SproBteiles wesentlich gehemmt wird. Er -agt 


1 M. Tswett, Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. 26a, 88, 1908. — 2 G. Micha 
Zeitschr. f. Bot. 29, 385, 1935. — * V. Lubimenko, C. r. Acad. Sci. Paris 173. 
365, 1921: K. Noack, diese Zeitschr. 183, 135, 1927: W. Menke, Kolloidzeitschr. 
85, 256, 1938. — 4 A. Meyer, Flora 111, 85, 1918. 
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Die wachsende Spitze wirkt auf die Lésung des Eiweifes in den Chloro- 
plasten anregend.‘* Ebenso lassen sich die bekannten Versuche von 
Stahl, naémlich Hemmung der Blattvergilbung durch Knickung oder 
Durchschneidung der Blattnervatur nach Michael (s. oben) am ein- 
fachsten durch Verlangsamung des Stroma-eiweiBabbaus  infolge 
Blockierung der Abfuhrwege fiir die EiweiBspaltprodukte erkliren, 
wihrend Stahl selbst die Hemmung der Abwanderung von Chlorophyll- 
spaltprodukten in Erwigung zieht. 

Es liegt nun nahe, den Chemismus des Chlorophyllabbaus in der- 
selben Richtung zu suchen, in der sich letzten Endes der Abbau der 
celluliren Grundstoffe vollzieht, nimlich in oxydativer Aufspaltung. 
Damit stimmen folgende Befunde iiberein: Mit Michael (s. oben) fand 
ich, daB Chlorophyllschwund und EiweiBabbau in verdunkelten Tro- 
paeolumblattern durch deren Einbringen in reinen Sauerstoff gleicher- 
maBen beschleunigt werden, wihrend Behandlung mit Wasserstoff- 
peroxyd vorzugsweise den Chlorophyllschwund férdert. Nach Yemm? 
wird die Vergilbung zeitlich durch eine Steigerung der Atmung ein- 
geleitet, wobei es nach Verbrauch der Kohlenhydrate zu einer Ein- 
beziehung der Proteine in den Atmungsstoffwechsel kommt. Nach 
Roberts8 u.a. geht in dieser Phase, der ,,Proteinphase“, beim Tabak 
die Vergilbung vor sich. Dies findet seine Parallele in den Ansichten 
von 7'swett* und Karrer5 iiber das Verhalten der Carotinoide im Herbst, 
wonach deren Verschwinden bzw. Umwandlung in die .,Herbstxantho- 
phylle auf Oxydation beruht. 

Der biologische Chlorophyllabbau mu8B an Ort und Stelle kon- 
tinuierlich fortschreitend und tiefgreifend sein. Denn es lassen sich 
keine Anhaltspunkte fiir eine Anhiufung héhermolekularer Abbau- 
zwischenprodukte finden. In zahlreichen Versuchen konnte ich nicht 
einmal Phiiophytin, d.h. das lediglich seines Magnesiums beraubte 
Chlorophyll, wihrend der Blattvergilbung erfassen, ebenso, und zwar 
nicht in allen Fallen, nur geringe Mengen von Chlorophylliden oder 
Phiiophorbiden, die bei Behandlung der Bliitter mit Aceton als Produkte 
einer hydrolytischen Spaltung durch die Chlorophyllase von Frithjahr 
bis Herbst (H. Mayer ®) gewonnen werden kénnen. Nur in winterlichen 
griinen Spinatblittern fand ich eine betrachtliche fermentative Chloro- 
phyllhydrolyse in vivo (s. Mayer, a.a.QO.).: 

Auf die Abbautiitigkeit eines spezifisch auf das Phorbin- bzw. 
Porphyrinsystem eingestellten Enzyms ist nicht zu rechnen, da sich 


1 BE. Stahl, Zur Biologie des Chlorophylls, Jena 1909. — * BE. W. Yemm, 
Proc. Roy. Soc. 117, 504, 1935. — *% E.A.H. Roberts, Biochem. J. 35, 1289, 
1941. — 4 M. Tswett, Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. 26a, 94, 1908. — 5 P. Karrer 
u. O. Walker, Helv. Chim. Act. 17, 43, 1934. — ® H. Mayer, Planta 11, 294, 
1930. 
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ein solches Enzym der Beobachtung bisher wohl nicht entzogen htte 
Strain! berichtet zwar tiber oxydative Zerstérung von Chlorop)iyi 
Carotinoiden u.a. Stoffen durch Peroxyde ungesittigter Fettsiurey, 
die durch die Titigkeit einer Oxydase entstehen. Jedoch finde 
diese Oxydase nicht dort, wo sie fiir den Chlorophyllabbau in Frage 
kiime, sondern nur in Samen, und zwar lediglich in Leguminosensaen, 
und auch nicht in etiolierten Gerstenkeimlingen trotz der von ihn in 
diesen gefundenen raschen Oxydation der Carotinoide. 

Andererseits kénnen im Blatt und damit wohl auch in den das 
Chlorophyll abbauenden Geweben reifender Friichte folgende Faktoren 
fiir den Chlorophyllabbau herangezogen werden : 


a) Die Chlorophyllase. Dieses nach Willstdtter und Stoll? weit. 
verbreitete Enzym findet sich nach meinen Befunden mit Krossing’ 
lediglich in den Chloroplasten und bewirkt die Abspaltung des Phytols. 
Die Grundstruktur des Chlorophylls bleibt also erhalten und die ge- 
bildeten Monocarbonsiiuren, die Chlorophyllide, besitzen den Farb- 
charakter des Chlorophylls. 

b) Die Wasserléslichkeit der Chlorophyllide in Form ihrer Alkali- 
salze in Zusammenhang mit dem von Menke* quantitativ erfaSten 
Vorkommen von Kalium in den Chloroplasten und die hohe Oxydations- 
fahigkeit dieser Salze. 


c) Wasserstoffperoxyd als intermediiires Atmungsprodukt. 


d) Das Chloroplasteneisen als Oxydationskatalysator. Nach meinen 
Untersuchungen mit Liebich5 befinden sich in Ubereinstimmung mit 
der gleichzeitigen Arbeit von Hill und Lehmann® beim Spinat 82°, 
des gesamten Blatteisens in den Chloroplasten, und zwar, wie wir fanden, 
in verschiedenen Zustinden. 8°, des Chloroplasteneisens liegen in 
wasserléslicher, zweiwertiger Form vor; 32° werden durch n/1() 
Salzsiure oder n/1000 Kalilauge abgespalten und sind dreiwertig. Der 
nicht auf diesem Wege abtrennbare Rest von 60°, Eisen, der sich auch 
gegen Palladium-Wasserstoff als resistent erweist, ist ebenfalls drei- 
wertig und ist offenbar gemaiB den Untersuchungen von F, G. Fischer 
und Hultzsch? an phosphorhaltige EiweiBkérper gebunden, deren Vor- 
handensein im Chloroplasten von Menke® nachgewiesen wurde. Diese 
60°, Eisen sind offenbar von besonderer Bedeutung, da in abgestuften 


* H. H. Strain, J. Amer. Chem. Soc. 68, 3542, 1941. — ? R. Willstitter 
u. A, Stoll, Untersuchungen iiber das Chlorophyll. Berlin 1913. — * @. Kros- 
sing, diese Zeitschr. 305, 359, 1949. — 4 W. Menke, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
263, 104, 1940. — * H. Liebich, Zeitschr. f. Bot. 37, 129, 1941. — ® R. Hill 
u. H, Lehmann, Biochem. J. 35, 1190, 1941. — 7 F.G@. Fischer u. K. Hultzsch. 
diese Zeitschr. 299, 104, 1938. 8 W. Menke, Zeitschr. f. physiol. Chem. 25/7. 
43, 1939. 
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Eisenmangelkulturen von Spinat der Gehalt an fester gebundenem ~ 


Kisen in den Chloroplasten mit abfallender Eisengabe relativ ansteigt, 
derart, daB dieser Anstieg beginnt, wenn der Gesamteisengehalt der 
Chioroplasten auf etwa 60°, der Norm gesunken ist. Es kann daher 
vermutet werden, daB dieses an phosphorhaltige EiweifSkérper ge- 
bundene Eisen bei der im vergilbenden Chloroplasten vor sich gehenden 
Proteolyse zu anderen Funktionen als im intakten Chloroplasten bereit- 
steht und nach seiner Freilegung als Oxydationskatalysator vielleicht 
zusammen mit den anderen Eisenfraktionen beim Chlorophyllschwund 
eine Rolle spielt. Moore! konnte in den Chloroplasten nach deren 
Behandlung mit heiBem Alkohol durch Himatoxylin eine schwarz- 
braune Fiarbung erzielen, die das Vorhandensein einfach gebundenen 
dreiwertigen kolloidalen Eisens anzeigt?. Allem Anschein nach handelt 
es sich dabei um kolloidales Eisen (II1)-hydroxyd. Da die Vorbehandlung 
mit Alkohol eine Degeneration der Chloroplastenproteine zur Folge 
hat, liBt sich die von Liebich durchgefiihrte Fraktionierung des Chloro- 
plasteneisens nicht unmittelbar mit den Befunden von Moore in Ver- 
bindung bringen. Auf alle Fiille ergibt jedoch der positive Ausfall der 
Himatoxylinreaktion im Grundsatz die Méglichkeit des Auftretens 
von einfach gebundenem, dreiwertigem, kolloidalem Eisen in den 
Chloroplasten. Im Ferritin, einem eisenhaltigen Nucleoproteid der 
Milz, liegt nach R. Kuhn und Mitarbeitern? das Eisen als Goethit 
Fe O(OH)] vor. 

_ Es erhebt sich nun die Frage, ob derartige Eisenverbindungen als 
Oxydationskatalysatoren, also gemiB der oben gemachten Voraus- 
setzung als anorganische Peroxydasen, fiir die Erklirung des Chloro- 
phyllabbaus mit herangezogen werden kénnen, da im allgemeinen nur 
Eisenverbindungen mit der Fiahigkeit zum Valenzwechsel oxydations- 
katalytische Eigenschaften zuerkannt werden. Krause*+ zeigte jedoch, 
daB amorphes Eisen(III)-hydroxyd die Oxydation von Ameisensiiure 
und Farbstoffen durch Wasserstoffperoxyd zu katalysieren vermag. 
Es eriibrigt sich, hier auf die von Krause iiber den Reaktionsmechanis- 
mus entwickelten Ansichten niiher einzugehen. Es sei nur bemerkt, daB 
er eine Dehydrierung von OH-Gruppen des Eisen (III)-hydroxyds 
durch das Wasserstoffperoxyd unter Wasserbildung und eine darauf- 
folgende Dehydrierung des Substrats durch das so entstandene Eisen (ITT)- 


' B. Moore, Proc. Roy. Soc. London (B) 87, 556, 1914. * Die Bemer- 
kung in Gmelins Handb. d. anorg. Chem., Syst.-Nr. 59: Eisen, Teil B, 8. 794, 
1931, wonach Hamatoxylin ein empfindliches Reagens auf Eisen (II)-Salze dar- 
stellt, ist insofern mi®verstandlich, als zunachst deren Oxydation zu Eisen- 
(III)-Salzen erfolgen muB. — * R. Kuhn, N. A. Sérensen u. L. Birkofer, Ber. 
73, 823, 1940. — * A. Krause u. M. Gawrychowa, Ber. 70, 439, 1937: A. Krause 
u. A. Polansk, ebenda 71, 1763, 1938. 
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peroxyd annimmt und die Mitwirkung von zweiwertigem Eisen 
verneint. 

Das System Eisen (III)-hydroxyd-Wasserstoffperoxyd entspriciit 
nun ganz den Voraussetzungen, die gemiB den obigen Uberlegunyen 
in den Chloroplasten wihrend der Vergilbungsphase als gegeben an- 
genommen werden kénnen, und es zeigte sich, daB die wasserléslicler 
Salze der verschiedenen aus Chlorophyll und Phiophytin darstellbaren 
Carbonsiiuren mittels des genannten Systems, also in heterogener 
Katalyse, leicht abgebaut werden kénnen. Diese Reaktion gelingt 
naturgemiB auch in Gegenwart wasserléslicher Eisen (II)-salze, \as 
jedoch in diesem Zusammenhang nicht weiter von Belang ist. 


A, Modellversuche. 


Zur Verwendung gelangten die rein dargestellten Natrium- oder 
Kaliumsalze der aus Chlorophyll ohne tiefergreifende Einwirkung 
erhiiltlichen Carbonsiuren, d. h. der durch Chlorophyllasewirkung nach 
Willstatter und Stoll! darstellbaren Chlorophyllide und Phiiophorbide, 
ferner der entsprechenden Tricarbonsiiuren, d.h. der Chlorophylline 
bzw. der Phytochlorine und Phytorhodine. Aus biologischen Griinden 
wurden jeweils die Gemische der a- und b-Reihe angewandt, wie sie 
bei der Darstellung anfielen. Das Eisen (III)-hydroxyd wurde nach de: 
Angabe von Krause (s. oben) durch Fallung von Eisen (III)-chlorid mit 
Ammoniumhydroxyd gewonnen. 


I. Grundversuche. 


Genuines Chlorophyll. Zunichst wurde festgestellt, daB sich genuines 
Chlorophyll in wiisseriger kolloidaler Lésung gegeniiber dem System 
H,O.—Fe(OH)g, sehr resistent verhalt. 

Chlorophyllid a +-b aus Datura Stramonium2. Die Natriumsalze 
fallen in wiisseriger Lésung in feinster Verteilung aus, wie die Ab- 
schwiichung der Fluoreszenz zeigt. Der oxydative Abbau ist dadurch 
im Vergleich mit den Phiophorbiden, d. h. den magnesiumfreien Chloro- 
phylliden, einigermaBen verzigert, offenbar dadurch, daB die Molekiil- 
aggregate vom Katalysator schlechter als die Molekiile adsorbiert 
werden (s. spiiter). Immerhin wurden 0,16 mg Chlorophyllidnatrium 
a -+ b in 5cem Wasser durch 1 mg Wasserstoffperoxyd in Gegenwart 


' R. Willstdtter u. A. Stoll, Untersuchungen iiber das Chlorophyll, §. 206. 
Berlin 1913. — * Der reiche Chlorophyllasegehalt von Datura Stramonium 
wurde nicht, wie H. Fischer (Zeitschr. f. physiol. Chem. 2538, 10, 1938) be 
merkt, von Rothemund als erstem festgestellt, sondern schon von Willsta(te: 
und Stoll (a. a. O., S. 178) betont und von mir mit H. Mayer (Planta 11, 294. 
1930) quantitativ erfaBt. 
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yon 0,18 mg Katalysator innerhalb 24 Stunden fast véllig entfirbt, 
wihrend die eisenfreie Kontrollésung von derselben Menge Wasserstoff- 
peroxyd nicht angegriffen wurde. 

Die Alkalisalze der Phiiophorbide, Chlorophylline, Phytochlorine 
und Phytorhodine wurden gleichermafen rascher abgebaut. Die 
quantitativen Verhiltnisse ergeben sich aus spiter zu beschreibenden 
Versuchen. 

Ein nach Krause! hergestellter Mehrstoffkatalysator, bestehend aus 
den Hydroxyden des dreiwertigen Eisens, des Kupfers und Magnesiums, 
hatte etwas stirkere Wirkung als Eisen ({11)-hydroxyd allein. 

Die Reaktionsfihigkeit der Farbstoffe gegeniiber Wasserstoff- 
peroxyd erlischt mit der Verhinderung ihrer Adsorption an den Kata- 
lysator. 0,004 °%, sekundires Natriumphosphat hemmen die Adsorption 
der Kaliumsalze eines Phytochlorin-Phytorhodingemisches (1 : 35000) 
an das Eisen (II1)-hydroxyd vollig und damit auch die Oxydation durch 
Wasserstoffperoxyd. Primiires Natriumphosphat hat eine etwas 
schwiichere Wirkung. Umgekehrt kann aus Adsorbaten der Farbstoff 
mit sekundiirem Natriumphosphat eluiert werden. Infolge der Adsorp- 
tion ist vor der kolorimetrischen Bewertung der Versuche Zusatz von 
Aceton, das ebenfalls eluierend wirkt, erforderlich. 

Montmorillonit als Katalysator. Bemerkenswert ist die Tatsache, 
daB das Tonmineral Montmorillonit an Stelle des Eisen (II1)-hydroxyds 
die Oxydation der Chlorophyllderivate durch Wasserstoffperoxyd 
ebenfalls katalysiert. Nach Hendricks und Alexander? oxydieren 
bestimmte Montmorillonitsorten Benzidin zu Benzidinblau ohne Wasser- 
stoffperoxydzusatz, eine Reaktion, die trotz mancher Zweifel (z. B. 
Endell und Mitarbeiter?) sich wohl am einfachsten aus der Anwesenheit 
in das Kristallgitter eingebauter Eisenatome erklirt. Die mir zur Ver- 
fiigung stehende Montmorillonitsorte, die ich Herrn Professor Dr. Alten 
vom Deutschen Kalisyndikat verdanke, war eisenhaltig und gab eine 
sehr starke Benzidinreaktion. In Gegenwart von 20 mg dieses Mont- 
morillonits oxydierten 6 mg Wasserstoffperoxyd 0,6 mg Chlorophyllin- 
Kalium in 7 Stunden vdllig, d.h. bis zur Farblosigkeit, auf. Bei Ab- 
wesenheit von Wasserstoffperoxyd fand keine Reaktion statt. 


IT. Die Endprodukte der Reaktion. 


a) Unvollstdindige Oxydation. Bei der oxydativen Aufspaltung von 
Chlorophyliderivaten mit starken Mitteln, wie z. B. Chromsiure in 
Eisessig oder in starker Schwefelsiure, entsteht u. a. das leicht faBbare 


1 A. Krause, Ber. 72, 161, 1939. 2 St. B. Hendricks u. L. T. Alexander, 
J. Soc. of Agronomy 32, 455, 1940. — 3 I. Endell, R. Zorn u. U. Hofmann, 
Angew. Chem. 54, 376, 1941. 
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Methyl-iithyl-maleinimid (Willstdtter und Stoll, a. a.O. S. 370).’ Diese 
Substanz kann auch bei der scheinbar milden Behandlung wasser. 
léslicher Chlorophyllderivate mit Eisen (II1)-hydroxyd und Wasserst off. 
peroxyd bei Raumtemperatur erhalten werden. Da, wie spiiter aus. 
gefiihrt wird, der Bildung derartiger unvollstindiger Abbauprodukte 
beim biologischen Chlorophyllabbau keine Bedeutung zukommen diir/ te. 
wurde die Herkunft dieses Imids nicht beriicksichtigt und die Oxydation 
ebenfalls mit Gemischen von Chlorophyllderivaten der a- und b-Reihe 
durchgefiihrt. 

Kine Lésung von 200 mg eines Phytochlorin-Phytorhodin-gemisclies 
in Form der Kaliumsalze in 20 cem einer Suspension von 0,64 g Eisen. 
(I1I)-hydroxyd wurde mit 35 ccm 12° iger Wasserstoffperoxydlisung 
versetzt und durch Wasserkiihlung auf Raumtemperatur gehalte 
Nach 12 Minuten war das Gemisch weitgehend entfiirbt und es konite 
ihm durch Extraktion mit Methylenchlorid Methyl-aithyl-maleininicd 
entzogen werden. Die Verwendung dieses Lésungsmittels statt des in 
diesem Falle iiblichen Athers enthob von der Notwendigkeit der Ent- 
fernung der explosiblen Atherperoxyde. Der Riickstand der durch 
Filtration gereinigten und eingedampften Methylenchloridlésung wurde 
im Hochvakuum bei 120° sublimiert. Die dabei anfallenden Kristalle 
erwiesen sich nach ihrem charakteristischen jodoformartigen Geruch 
und ihrem Schmelzpunkt (67°) als Methyl-aithyl-maleinimid. 

Die Ausbeute war gering und wechselnd. Zahlreiche Abinderungen 
des Versuchs hatten keine Verbesserung bzw. Konstanz der Ausbeute 
zur Folge. Dies gilt fiir lingere Reaktionszeiten mit weniger Wasser- 
stoffperoxyd und auch fiir Ansiitze. bei denen das Methyl-athyl-malein- 
imid wihrend der Reaktion durch Schiitteln mit Methylenchlorid a)- 
gefangen wurde. Offenbar hingt diese Inkonstanz der Ausbeute mit 
der Tatsache zusammen, daB das Eisen (II1)-hydroxyd zugleich kata- 
Jatisch wirkt und nur in bestimmten, nicht kontrollierbaren Fallen die 
katalatische Reaktion ein AusmaB erreicht, das die Konzentration des 
Wasserstoffperoxyds fiir die peroxydatische Wirkung derart einschriinkt, 
da8 eine Anhiufung von Oxydationszwischenprodukten mdglich wird. 
Jedenfalls machen diese Versuche klar, daB durch Wasserstoffperoxyd in 
Gegenwart dreiwertigen Eisens in heterogener Katalyse eine Aufspaltung 
des Chlorinringes unter biologisch méglichen Verhiiltnissen erfolgt. 

Neben Methyl-ithyl-maleinimid wurden aus denselben Ansitzen 
Ammoniak, bestimmt ‘nach der schonenden Halbmikromethode von 
Folin, und auf qualitativem Wege Oxalsiure erhalten. Die Menge des 
Ammoniakstickstoffs war schwankend und bewegte sich um etwa 15", 
des Gesamtstickstoffs. 

Die beschriebenen Verhiltnisse besitzen wahrscheinlich keine 
biologische Bedeutung. In zahlreichen Versuchen mit gréBeren Menge! 
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herbstlich vergilbten Laubes und mit Tropaeolumbliittern, die im 
Dunkeln zum Vergilben gebracht worden waren, wurde kein Methyl- 
ithyl-maleinimid erhalten. Es ist daran zu erinnern, da8 nach Kiister! 
die Hamatinsiure in Form ihres Imids ein ‘ausgezeichneter Nihrstoff 
fiir Pilze sein diirfte. Somit wird wohl auch das Methyl-iithyl-maleinimid, 
das decarboxylierte Hiimatinsiiure darstellt, einer physiologischen 
Weiterverarbeitung leicht zugiinglich sein. 
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Abb. 1. 5mg Phiophorbid-Kalium (= Ph) in 50cem Wasser -+ 120mg H,O, + jeweils 
4,12 oder 20mg Eisen(III)-hydroxyd bezogen auf Trockengewicht (= Kat.). Gesamt- 
volumen = 55,4ecm. Ordinate: H,O,-Gehalt der Reaktionsgemische, ausgedriickt in Per- 
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b) Vollstdndige Oxydation. Einen weiteren AufschluB iiber die beim 
biologischen Chlorophyllabbau anzunehmenden Verhiltnisse gaben 
Modellversuche, in denen die Menge des Katalysators variiert und der 
Verbrauch an Wasserstoffperoxyd wiihrend der Reaktion titrimetrisch 
verfolgt wurde. Diese Versuche gestatteten es auch, die Konkurrenz 
um das Wasserstoffperoxyd zwischen den Chlorophyliderivaten als 
Wasserstoffperox ydacceptoren und dem Eisen (II1)-hydroxyd als direktem 
Verbraucher von Wasserstoffperoxyd zu erfassen. 
Je 5m eines Gemisches der Kalisalze der Phaiophorbide a und b 
(a: b =: 3:1) wurden mit gleichen Mengen Wasserstoffperoxyd (120 mg) und 
verschiedenen Mengen von Eisen(III)-hydroxyd versetzt. Der Wasserstoff- 
peroxydgebalt der Ansitze wurde fortlaufend titriert und die zur vélligen Ent- 
firbung notige Zeit festgestellt. AuBerdem wurden dieselben Ansatze ohne 
Phiophorbidzusatz untersucht. Der Eigenverbrauch des Farbstoffs an Per- 
manganat wurde gesondert bestimmt, muBte jedoch nur im Versuch mit der 
kleinsten Katalysatormenge wahrend der ersten 200 Minuten in Abzug gebracht 
werden. 


Die Ergebnisse (Abb. 1) sind folgende: 


1. Die Gegenwart des Farbstoffs als Acceptor fiir die Perox ydase- 
funktion des Katalysators hemmt den Wasserstoffperoxydverbrauch, 


1 W. Kiister in Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethoden, Abt. I. 
Tei .8, S. 258. 
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Dies ist auf eine Hemmung der katalatischen Funktion des Katalysat ors 
zuriickzufiihren. 


2. Die zur Entfirbung des Farbstoffs nétige Zeit steigt mit fallende: 
Katalysatormenge. 

3. Die zur Entfirbung des Farbstoffs nétige Wasserstoffperox \d- 
menge /dllt mit fallender Katalysatormenge. 

4. Bei der kleinsten Katalysatormenge (4mg) wird nur soviel 
Wasserstoffperoxyd verbraucht, als zur vélligen Oxydation des Far). 
stoffs zu CO., NHg und H,0 nédtig ist: 

H,0,-Verbrauch fiir véllige Oxydation von 5 mg Phaophorbid-Kalium 
a+b (a:b =3:1): ber.: 20,51 mg H,0,; 

gef.: 19,92 mg H,0,, 21,09 mg H,0,. 

Ein unter denselben Bedingungen angesetzter Versuch mit einem 
Gemisch der Kaliumsalze von Phytochlorin und Phytorhodin im Ver. 
haltnis 3:1 verlief ebenso: 

H,0,-Verbrauch ber.: 17,50 mg H,0,; 
gef.: 17,06 mg H,0O,. 

Diese Werte zeigen, dai das System Eisen (II1)-hydroxyd —Wasser- 

stoffperoxyd einen totalen oxydativen Abbau wasserléslicher Chloro- 


phyliderivate zu CO., NHg und H,O bewirken kann. Damit erkliirt 
sich wohl das Fehlen héhermolekularer Chlorophyllspaltprodukte in 
vergilbenden Blattern. 


Von Bedeutung ist ferner, daB bei UberschuB von Farbstoff gegen. 
iiber dem Katalysator, d. h. bei der kleinsten Katalysatormenge, diese 
lediglich peroxydatisch wirkt und daB diese peroxydatische Wirkung bei 
Erhéhung der Katalysatormenge in steigendem Mae durch katalatisch 
Wirkung verdriingt wird. Es besteht also zwischen dem Farbstoff als 
Substrat fiir die Peroxydasewirkung und dem Wasserstoffperoxyd «ls 
Substrat fiir die Katalasewirkung eine Konkurrenz um den Katalysator. 
Diese beruht offenbar darauf, daB die beiden Substrate vom Katalysato 
zunachst adsorbiert werden miissen. Bei groBen Katalysatormengen 
stehen die aktiven Stellen des Katalysators beiden Substraten zur 
Verfiigung, so da8 Farbstoffoxydation und Wasserstoffperoxydzersetzung 
zugleich vor sich gehen, wihrend bei kleinen Katalysatormengen der 
unmittelbare Zutritt der H,O.,-Molekiile zum Katalysator durch die 
offenbar gréBere Sorptionsfaihigkeit der Farbstoffmolekiile blockiert 
wird. Jedoch geben die adsorbierten Farbstoffmolekiile ihrerseits dei 
Wasserstoffperoxyd die Gelegenheit zur Adsorption vermutlich derar', 
daB die H.O.,-Molekiile sich an die adsorbierten Farbstoffmolekiile 
direkt anlagern und infolgedessen unter Mitwirkung des Katalysators 
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zur Oxydation des Farbstoffs dienen, ehe sie vom Katalysator selbst 
angenommen und katalatisch zersetzt werden kénnen!. 

Wenn es berechtigt ist, diesen Befund an einem anorganischen 
Katalysator auf die Fermente zu iibertragen, so besagt er, daB ein und 
dasselbe Enzym nach Mafgabe seiner sorptiven Affinitiiten zu einem 
oxydablen Substrat bzw. zu Wasserstoffperoxyd sowohl peroxydatisch 
als auch katalatisch wirken kann. Nach Keilin und Hartree? vermag 
Katalase gegeniiber Alkohol in Gegenwart von Bariumperoxyd, Cer- 
peroxyd und Athylhydroperoxyd, nicht aber von Wasserstoffperoxyd, 
peroxydatisch zu wirken, was die Autoren auf die Notwendigkeit des 
Vorhandenseins von Wasserstoffperoxyd in statu nascendi zuriickfiihren. 
Es wire jedoch denkbar, daS auch hier Unterschiede in dem adsorp- 
tiven Verhalten der Katalase gegeniiber den genannten Substraten 
eine Rolle spielen. 


B. Die katalatische Aktivitaét in vergilbenden Bliittern, 

Wenn das System Eisen (III)-hydroxyd—Wasserstoffperoxyd in 
der lebenden Zelle den Chlorophyllabbau vollzieht, mu8, wie eingangs 
erwihnt, das bei der Atmung intermediiir gebildete Wasserstoffperoxyd 
zur Verwendung gelangen, Tatsache ist, daB nach Yemm (s. oben) 
im vergilbenden Blatt eine wesentliche Atmungsverminderung erst 
nach dem Vergilben einsetzt. Umschaltung des im Blatt entstehenden 
Wasserstoffperoxyds auf die Chlorophylle hat also eine Verminderung 
der katalatischen Aktivitit zur Voraussetzung. Diese konnte nach- 
gewiesen werden. 

Zur Untersuchung gelangten griine, vergilbende und vergilbte 
Blitter aus dem Freiland im Oktober. 


Tropaeolumblatter. 


Die vergilbten bzw. normal griinen genau gleich groBen Spreiten zweier 
Blatter wurden nach Zerreiben mit je 100 cem m/150 Phosphatpuffer versetzt 
(px = 6,8). 5eem der Suspension wurden mit demselben Puffergemisch auf 
100cem verdiinnt und mit 0,6ccm 3°,igen Wasserstoffperoxyds versetzt 
(t= 5°). In Abstanden von 10 Minuten wurden jeweils 20 ccm des Reaktions- 
gemisches in 20 cem 20°, ige Schwefelsaiure eingetragen und der Gehalt an Wasser- 
stoffperoxyd durch Titration mit n/50 Kaliumpermanganat bestimmt. In 
Kontrollversuchen mit zuvor auf 100° erhitzten Gemischen ergab sich kein 
Verbrauch an Wasserstoffperoxyd. Die Reaktionskonstante wurde unter 
Zugrundelegung einer Reaktion I. Ordnung (siche z. B. Fuler*) ermittelt. 


1 Im Gegensatz hierzu geht nach DL. M. Foster u. J. H. Payne (J. Amer. 
Chem. Soc. 63, 223. 1941) in Gegenwart von Osmiumtetroxyd als Katalysator 
die Oxydation von Essig- und Propionséure durch Wasserstoffperoxyd dessen 
katalytischer Zersetzung parallel. — * D. Keilin u. E. F. Hartree, Proc. Roy. 
Soc. London (B) 119, 141, 1936. — * H. Euler, Chemie der Enzyme, II, 3, 
8. 36. Miinchen 1934. 
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Abb. 2 zeigt die starke Minderung der katalatischen Akti itat 


nach der Vergilbung. Diese Minderung war in demselben Ausma\} jy 
einem noch griin gesprenkelten Blatt nachweisbar. 














20! 
Minuten 


Abb. 2. Katalatische Aktivitat in einem griinen und einem vergilbten Tropaecolumblatt (gleiclw 
Flichenstiicke), Ordinate: H,O,-Gehalt der Reaktionsgemische. Berechnung der Reaktious- 
konstanten wie bei Abb. 1. 


Kiirbisblitter. 

Dasselbe Resultat ergab die Untersuchung eines hellgriinen, noch 
ziemlich chlorophyllreichen Kiirbisblattes im Vergleich mit einem 
normal griinen. Je ein Spreitenstiick von 2 g Frischgewicht wurde wie 
oben untersucht (Tabelle I). 


Tabelle I. 





r : Normales Blatt Heligriines Blatt 
Zeit in Min. i+ 103 _ 10? 


5 40 4, 
10 28 4,2 
15 17 2,9 


Zum Vergleich wurden junge und alte dunkelgriine Daturabliitte: 
von einer noch kriiftig wachsenden Pflanze ebenfalls im Oktober unter- 
sucht. Die katalatische Aktivitét war in beiden Fallen sehr stark, ohne 
wesentliche Unterschiede zu zeigen. 


Die Befunde berechtigen also zum SchluB, da8 fiir den Chlorophy'i- 
abbau Wasserstoffperoxyd infolge starker Minderung der katalatischen 
Aktivitét zur Verfiigung steht. 
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(. Das Verhalten des Chlorophylls in situ gegen Wasserstoffperoxyd, 


Wenn die in den obigen Versuchen festgestellte Reaktion fiir den 
biologischen Chlorophyllabbau Giiltigkeit besitzen soll, muB durch 
zugefiihrtes Wasserstoffperoxyd eine Zerstérung des Chlorophylls in 
den Chloroplasten méglich sein. Eine Beschleunigung der Vergilbung 
kann, wie eingangs erwahnt, bei verdunkelten Tropaeolumblattern durch 
Behandlung mit Wasserstoffperoxyd nach Michael tatsiichlich erreicht 
werden, jedoch war es nétig, die Verhiltnisse eingehender zu unter- 
suchen. 

Es ergab sich die zunichst paradoxe Tatsache, daB Chloroplasten, 
die nach der Methode von Menke! aus Spinatblittern isoliert worden 
waren, bei Behandlung mit Wasserstoffperoxyd das Chlorophyll mit 
einer Langsamkeit verlieren, die in keinem Verhiltnis zu der bei den 
Modellversuchen an Chlorophyliderivaten festgestellten Reaktions- 
geschwindigkeit steht. Diese Resistenz des Chlorophylls kann nicht 
auf katalatische Zersetzung des zugesetzten Wasserstoffperoxyds 
zurickgefiihrt werden, wie ein Zusatz von Natriumazid als Katalasegift 
ergab, ebensowenig auf Mangel an Chlorophyllase, da diese in hin- 
reichendem MaSe vorhanden war. 

Die Erklirung ergab sich aus der Untersuchung der nur aus zwei 
Zellschichten bestehenden Blitter von Helodea densa, die einen sehr 
hohen Gehalt an Chlorophyllase aufweisen und als diinne Blitter einer 
Wasserpflanze fiir derartige Untersuchungen besonders giinstig sind. 
Es zeigte sich, daB die Helodeablitter durch Wasserstoffperoxyd 
entfarbt werden kénnen, daB jedoch der Chlorophylloxydation offenbar 
Abbauvorgiinge im Chloroplastenstroma vorhergehen miissen, die 
ihrerseits durch die Wasserstoffperoxydwirkung eingeleitet werden und 
in isolierten Chloroplasten nicht realisierbar sind. 

Das Verhalten der Carotinoide, die, wie die véllige Ausbleichung 
zeigt, von der Oxvydation mitergriffen werden, wurde nicht weiter 
untersucht. 


Frische und durch Trocknung bei Raumtemperatur abgetotete Blatter. 


Bei Einwirkung von 3°,igem Wasserstoffperoxyd werden die 
Blatter innerhalb 5 bis 6 Stunden vGllig wei8. In 0,3 ° igem Wasserstoff- 
peroxyd tritt eine fast véllige Entfiirbung nach 3 bis 4 Tagen ein. Auch 
in 0,03°iger Wasserstoffperoxydlésung ist im Laufe dieser Zeit ein 
deutlicher Chlorophyllschwund zu bemerken. Die an sich lebhafte 
Katalaseaktivitit vermag also keine vollige Ablenkung des Wasserstoff- 
peroxyds von den Plastidenfarbstoffen zu erreichen. Die Reaktion ist 


1 W. Menke, Zeitschr. f. physiol. Chem. 257, 43, 1938. 
Biochemische Zeitschrift Band 316. e 
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nicht lichtabhangig, wird aber aus Griinden einer Uberlagerung dure! 
photooxydative Vorgiinge am Chlorophyll (s. Noack!) zweckmiibiger- 
weise im Dunkeln vorgenommen. Vorherige Verdunkelung oder star\e 
Belichtung der frischen Blitter hat auf die Ausbleichgeschwindig\eit 
ebenfalls keinen EinfluB. 


Abgebriihte Blitter. 


Diese zeigen bei Behandlung mit 3° jigem Wasserstoffperoxyd im 
Dunkeln noch nach 2 Tagen ihre normale griine Farbe und verfirley 
sich erst nach 3 bis 4 Tagen zu einem blassen Griin, das noch nach 
9 Tagen nicht verschwunden ist. Bei Einwirkung von 0,3°) Wasser- 
stoffperoxyd sind die Blatter noch nach 4 Tagen hellgriin. 

Wenn gemif8 den Richtlinien bei dieser Untersuchung anorgani- 
schem, dreiwertigem, durch Proteolyse freigelegtem Eisen oxydations- 
katalytische Funktion zugesprochen wird, so besagt dieser Versuch, 
das der Einwirkung des Wasserstoffperoxyds auf das Chlorophy!! 
enzymatische Vorgiinge vorhergehen miissen. Denn in den Modell. 
versuchen erwies sich das Eisen(III)-hydroxyd als Katalysator hitze- 
bestindig. 

Mit verschiedenen Mitteln vorbehandelte Blatter. 


Frische Blitter wurden zunichst 5 Stunden mit Atherwasser ver- 
schiedener Konzentration vorbehandelt und vor der Einwirkung des 
Wasserstoffperoxyds griindlich ausgewaschen. Die Behandlung mit 
4° igem Atherwasser hatte Abtétung der Blitter zur Folge, wahrend 
die Zellen der Blatter in 2- und 1°igem Atherwasser bei Behandlung 
mit hypertonischer Kaliumnitratlésung noch Plasmolyse, wenn auch in 
abnormer Form, zeigten und die Blatter in 0,5°,igem Atherwasse1 
vollig normal blieben und Plasmastrémung aufwiesen. Das Verhalten 
der mit Ather vorbehandelten Blatter gegen Wasserstoffperoxyd ergil)t 
sich aus Tabelle IT. 

Die Vorbehandlung mit der in der fiinfstiindigen Einwirkungs- 
dauer tédlich wirkenden Athermenge (4 °,) hat also eine starke Hemmung 
des durch darauffolgende Wasserstoffperoxydeinwirkung erzielbaren 
Abbaus der Plastidenfarbstoffe zur Folge. Dagegen vollzieht sich dieser 
Abbau nach einer nicht tédlichen Athereinwirkung so rasch wie in nicht 
mit Ather vorbehandelten Blattern. 

Bei gleichzeitiger Einwirkung von 4 °%igem Atherwasser und Wasser- 
stoffperoxyd verschwinden die Blattfarbstoffe so rasch wie bei niclit 
vorbehandelten Blittern. Offenbar dringt das Wasserstoffperox\d 
rascher als der Ather ein und setzt zuniichst die zur Vorbereitung de- 


1 K. Noack, Zeitschr. f. Bot. 17, 481, 1925. 
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Tabelle II. 





Konzentration i} 
des H,0, |_-——---_—_—— ee a 


(therwassers | ‘ 5 Std. “14 Std. 8 Std. 96 Std. 


3% griin hellgriin hellgriin griinstichig 
0,3 % " griin griin hellgriin 
Wasser a ‘ad - griin 
38% hellgriin griinstichig fast weiB weiB 
0,3 % griin hellgriin griinstichig ‘a 
Wasser a griin griin griin 


| 
| 
3% fast weiB weiB _ 
| 
0,3 % griinstichig fast weib wei 
| Wasser griin griin griin 
| 
\ 
)| 


3% fast weiB weiB — 
0.3% — griinstichig - - — 
Wasser griin griin griin griin 


0,5 % 


3° ~~ fast: weiB weiB os = 
0,3 % hellgriin hellgriin griinstichig griinstichig 
Wasser griin griin griin griin 


Wasser 
(Kontrolle) 


Blattfarbstoffabbaus nétigen Prozesse in Gang, die durch den darauf- 
hin eindringenden Ather nicht mehr gestért werden kénnen. 

Phenylurethan beeinfluBt die durch Wasserstoffperoxyd erzielbare 
Entfirbung in ahnlicher Weise wie Ather. Die Blatter wurden im 
Dunkeln 14 Tage mit wiisserigen Lésungen von Phenylurethan (5 Millimol 
bis 0,1 Millimol pro Liter) behandelt. Nach dieser Zeit waren die Blatter 
in der stirksten Lésung (5 Millimol) abgestorben, wihrend die Blatter 
in den Lésungen mit 1 Millimol Phenylurethan und weniger noch plas- 
molysierbar waren. Bei der folgenden Behandlung mit 3° jigem Wasser- 
stoffperoxyd trat ein vélliger Abbau der Blatt farbstoffe nur in den 
Blittern ein, die durch die Behandlung mit Phenylurethan nicht ab- 
getétet worden waren, wihrend die Blatter aus der tédlich wirkenden 
Phenylurethanlésung in Wasserstoffperoxyd fast normal griin blieben. 

Ebenso hemmt eine tédliche Vergiftung der Blatter mit Natrium- 
bisulfit die Abhaingigkeit der Blattfarbstoffe durch Wasserstoffperoxyd. 
Frische Blatter wurden 18 Tage lang im Dunkeln mit abgestuften 
wisserigen Bisulfitlbsungen vorbehandelt. Nach dieser Zeit erwiesen 
sich die Blatter in 0,01°,iger und schwiicherer Lésung noch lebend 
und nur diese bleichten nach Verbringen in 3 °jiges Wasserstoffperoxyd 
aus wie die Kontrollen, die ebenfalls 18 Tage lang in reinem Wasser 
dunkel gehalten worden waren. 

Auffallenderweise wird der durch Wasserstoffperoxyd erzielbare 
Abbau der Blattfarbstoffe auch durch dreiviertelstiindige Vorbehandlung 
frischer Blatter mit stark hypertonischer Kaliumnitratlésung (10°) 
verhindert. Derartige Blitter waren nach 24stiindigem Verweilen in 

12° 
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3- oder 0,3 °.iger Wasserstoffperoxydlésung noch normal griin, wahrend 
die nicht mit Kaliumnitrat vorbehandelten Kontrollen in 3°, iver 
Wasserstoffperoxyd schon nach 9 Stunden farblos waren. 


Die oxydative Zerstérung der Blattfarbstoffe durch Wasserstoff. 
peroxyd wird ferner entgegen der Erwartung in Blittern unterbunden. 
die zuvor der Autolyse in Gegenwart von Thymol iiberlassen wurden 
Dies gilt auch fiir isolierte Chloroplasten. Z. B. zeigte sich keine wesent- 
liche Chlorophylizerstérung durch Wasserstoffperoxyd in Blittern, die 
nach dem Téten durch Trocknen bei Raumtemperatur 34 Tage den 
Bedingungen der Autolyse bei Raumtemperatur unterworfen waren. 


Eine Deutung der geschilderten Erscheinungen ist unter der 
Voraussetzung méglich, da8 beim oxydativen Chlorophyllabbau im 
Plastidenstroma sich Vorgiinge abspielen, die diesen mittelbar und 
unmittelbar vorbereiten. 


Zu den mittelbar vorbereitenden Prozessen gehéren wohl zuniichst 
proteolytische Vorgiinge im Plastidenstroma. Da nur normale oder 
lediglich durch Trocknung bei Raumtemperatur abgetétete Blitter 
raschen Chlorophylilschwund nach Zusatz von Wasserstoffperoxyd 
zeigen, scheint dieses Oxydationsmittel das die Proteolyse vollziehende 
System unter gleichzeitiger Abtétung der Zelle zu aktivieren. Dieses 
System muB gegen Ather, Phenylurethan, schweflige Siure, ja sogar 
gegen starke Elektrolytlésungen, wie eine 10 °ige Kaliumnitratlésung, 
empfindlich sein. 


Nun haben Albers und Mitarbeiter! in hochgereinigten Pepsin- 
priparaten ein thermostabiles, niedermolekulares Prinzip gefunden 
das ohne Trigerprotein deutlich tryptische und nach 2- bis 15stiindiger 
Behandlung “mit 0,6°,igem Wasserstoffperoxyd peptische Aktivitit 
aufweist. Ferner fanden sie?, daB Phenylhydrazin-hydrochlorid nach 
l5stiindiger Behandlung mit 0,6°%igem Wasserstoffperoxyd sowolil 
peptische als tryptische Aktivitaét erhalt und vermuten, daB bei der 
Oxydation des Phenylhydrazins Schwermetallspuren beteiligt sind 
Diese Befunde ermdéglichen eine Erklarung des Verhaltens der Helodea- 
blatter gegen Wasserstoffperoxyd in dem Sinne, daB das Wasserstoff- 
peroxyd zunichst, vielleicht unter Mitwirkung des leicht abspaltbaren 
Plastideneisens (s. Einleitung), eine Substanz oxydiert, die dadurch 
zum proteolytischen Abbau des PlastideneiweiBes befahigt wird und 
in ihrer Aktivitét durch die obengenannten Agentien, die symptomatiscli 
gesehen den Chlorophyllabbau durch Wasserstoffperoxyd hemmen, 
behindert wird. 


1 H. Albers, A. Schneider u. J. Pohl, Ber. 75, 1859, 1942. — ? H. Albers. 
J. Pohl u. A. Schneider, diese Zeitschr. 314, 344, 1943. 
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Das letztgenannte Moment trifft auch bei der Chlorophyllase zu. 
Denn als ein die oxydative Chlorophyllzerstérung mittelbar vor- 
bereitender Vorgang ist auch die Tatigkeit der Chlorophyllase zu be- 
trachten, deren Thermolabilitat als Ursache fiir die Resistenz der Blatt- 
farbstoffe gegen Wasserstoffperoxyd in abgebriihten Blattern in Frage 
kommt. Ihr Verhalten im Blatt liefert vor allem eine Erklirung fiir 
die Tatsache, daB die Blattfarbstoffe in autolysierten Blaittern gegeniiber 
Wasserstoffperoxyd resistent sind: 

Helodeablatter, die nach Abtéten durch Trocknung bei Raum- 
temperatur 16 Tage lang der Autolyse bei Gegenwart von Thymol 
unterworfen waren, wiesen nur ganz schwache Hydrolyse des Chloro- 
phylls auf. Ihre Chlorophyllase war jedoch noch vollig intakt, da nach 
Ubertragung dieser Blatter in 66° ige wiisserige Acetonlésung gemaB 
der Vorschrift Willstdtters! innerhalb 24 Stunden fast véllige Hydrolyse 
des Chlorophylls eingetreten war. Kontrollversuche ergaben, daB das 
Thymol die Tatigkeit der Chlorophyllase nicht hemmt. Die Chloro- 
phyllase wird also unter den Bedingungen der Autolyse nicht aktiviert. 
Selbst siebentagiges Verweilen der Blatter in einer 10° igen wasserigen 
Acetonlésung bewirkte weder Herauslésen des Chlorophylls noch dessen 
Hydrolyse, die nach Verbringen der Blitter in 66° ige Acetonlésung 
normal vor sich ging. Der nicht in Lésung gegangene Farbstoffanteil 
erwies Sich dabei als nicht hydrolysiert. 

Die Tatsache, daB die Chlorophyllase erst nach einer irgendwie 
gearteten Stérung der Plastidenstruktur die Fihigkeit zur Hydrolyse 
ethilt und auBerdem nach Willstdtter und Stoll synthetische Fahigkeiten 
besitzt, fiigt sich gut in die Ansichten von Oparin? ein, wonach die 
Hydrolasen als Desmoenzyme aufbauend, als Lyoenzyme abbauend 
wirken. Nach meiner Feststellung mit Krossing? ist die Chlorophyllase 
ausschlieBlich im Chloroplasten vorhanden, und mit Mayer* fand ich, 
daB die chlorophyllatische Aktivitiét der Blatter, gemessen an der 
Chlorophyll-hydrolyse, wihrend der gesamten Vegetationsperiode vor- 
handen ist, wenn sie auch nach einem gewissen Absinken wahrend des 
Sommers im Herbst wieder ansteigt. 

Offenbar schafft das Wasserstoffperoxyd in lebenden oder durch 
Trocknung bei Raumtemperatur getéteten Blittern auf Grund der 
hier angenommenen Ingangsetzung proteolytischer Vorginge giinstige 
Verhiltnisse fiir das Aktivwerden der Chlorophyllase als Hydrolase. 
Demnach hatte das Wasserstoffperoxyd zwei Funktionen bei der Blatt- 
vergilbung: zum ersten Lockerung des Verbandes zwischen dem Plasti- 


1 R. Willstatter in C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, III. 
8.739. Leipzig 1929. — * I. A. Oparin, Enzymologia 4, 13, 1937. — * G. Kros- 
sing, diese Zeitschr. 305, 359, 1940. — * H. Mayer, Planta 11, 294, 1930. 
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denstroma und den Blattfarbstoffen samt der Chlorophyllase durch 
Ingangbringen proteolytischer Vorgiinge, zum zweiten unmittel! re; 
Angriff auf die chlorophyllatischen Spaltprodukte des Chlorophiylis 
in Form ihrer wasserléslichen Alkalisalze, bei dem durch die Protec|yse 
freigewordenes dreiwertiges kolloidales Eisen, etwa in Form von Eisep. 
(1I1)-hydroxyd, gemaB den obigen Modellversuchen als Oxydations. 
katalysator fungiert. 


D. Uhersicht iiber die Vorgiinge beim biologischen Chiorophyllabbau, 


Die experimentellen Befunde der vorliegenden Untersuchung 
gestatten es, folgende allgemeine Vorstellungen iiber den biologischen 
Chlorophyllabbau zu entwickeln. 

Die herbstliche Vergilbung der Blitter und damit wohl auch de 
Chlorophyllabbau in reifenden Friichten wird durch eine Schwiichung 
der katalatischen Aktivitit eingeleitet, ohne daB die Atmung eine 
wesentliche Minderung erfihrt und infolgedessen Wasserstoffperox vd 
fiir anderweitige Reaktionen zur Verfiigung steht. Dieses Wasserstoff- 
peroxyd aktiviert gemiB den Befunden von Albers und Mitarbeiter 
einen proteolytischen Faktor, der das Eiwei8 des Plastidenstromas 
abbaut. Dadurech wird das Chlorophyll dem hydrolytischen Angriff 
seitens der Chlorophyllase zugiinglich, die die Erlangung ihrer hydro. 
lytischen Fahigkeit, d. h. ihre Umwandlung in ein Lyoenzym, ebenfalls 
dieser Proteolyse verdankt. Das Ergebnis ist die Bildung von Chloro- 
phyllmonocarbonsauren (Chlorophylliden), die durch die in den Plastiden 
vorhandenen Alkaliionen, im wesentlichen durch das in den Plastiden 
nachgewiesene Kaliumion, in wasserlésliche, oxydativen Angriffen 
zugiingliche Form gebracht werden. Dieser Angriff wird ebenfalls von 
dem Wasserstoffperoxyd vollzogen, jedoch unter unerlaBlicher Mit- 
wirkung von dreiwertigem Eisen in anorganischer, kolloider Forn 
vermutlich von Eisen(III)-hydroxyd, das ein proteolytisches Spult- 
produkt der eisenhaltigen Nucleoproteide des Plastidenstromas darstellt. 
Der auf Grund dieser heterogenen Oxydationskatalyse sich vollziehende 
Chlorophyllabbau ist vollstindig und fiihrt zu CO, NHg und H,0 
als Endprodukten. 

Die Annahme, daB das Eisen im Verband mit dem Plastideneiwei! 
zur peroxydatischen Wirkung nicht befahigt ist, steht in Uberein- 
stimmung mit der Feststellung von R. Kuhn und Mitarbeitern!, wonach 
das ebenfalls dreiwertiges Eisen enthaltende Nucleoproteid der Milz. das 
Ferritin, keine peroxydatische oder sonstige katalytische Wirkung 
besitzt. Ob der Grund hierfiir, wie R. Kuhn annimmt. in der ln- 
fahigkeit des Proteineisens zum Valenzwechsel liegt oder in Umstanden, 


1 R. Kuhn, N. A. Sérensen u. L. Birkofer, Ber. 73, 823, 1940. 
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die die eingangs skizzierte Ansicht von Krause iiber die Katalyse mit 
Eisen (II1)-hydroxyd zu ihrem Recht kommen lassen, kann hier nicht 
entschieden werden. 


Die Einzelvorginge des Plastidenabbaus schieben sich zeitlich 
ineinander, derart, daB Plastidenbezirke von molekularen Dimensionen 
fortlaufend dem Abbau des Plastidenstromas und ihres Chlorophyll- 
bestandes anheimfallen. Infolgedessen findet keine wesentliche 
Anhiufung eines chlorophyllatisch oder auf oxydativem Wege ent- 
standenen Zwischenprodukts des Chlorophyllabbaus statt. Diese Steue- 
rung steht in Einklang mit dem vitalen Charakter des Chlorophyllabbaus. 


E, Vergleich zwischen dem Aufbau und Abbau des Chlorophylls. 


Der biologische Abbau des Chlorophylls auf oxydativem Wege 
kann als Gegenstiick zur letzten Phase der biologischen Chlorophylisyn- 
these betrachtet werden, wenn man gemiB meinen Untersuchungen mit 
Kiessling! und Scharfnagel? das in verdunkelt aufgezogenen Blittern 
nachweisbare Protochlorophyll als Chlorophyllvorstufe ansieht. Das 
Protochlorophyll ist ein Porphyrin; es unterscheidet sich also vom 
Chlorophyll durch das Fehlen zweier H-Atome im Pyrrolkern IV, der 
nach H. Fischer? im Chlorophyll als Pyrrolinkern vorliegt. Damit 
stellt sich die Bildung des Chlorophylls als eine Hydrierung des Proto- 


chlorophylls dar, die nach Scharfnagel nur.in der lebenden Zelle unter 
Mitwirkung des Lichtes vor sich geht und schon durch Sauerstoff- 


entzug gehemmt wird. 


Auf Grund der von mir mit Ktessling gefundenen Tatsache, dab 
Chlorophyllderivate durch Behandlung mit Eisen-Ameisensiiure in 
Porphyrine iibergefiihrt werden, muBte allerdings damals, wie dies auch 
H. Fischer+ um diese Zeit scharf aussprach, die Porphyrinbildung aus 
Chlorophyllderivaten als Hydrierungsreaktion und damit die bio- 
logische Chlorophyllbildung aus Protochlorophyll als ein photo- 
chemischer Oxydationsvorgang angesprochen werden. Spiiter fand ich 
mit Manthey>, da& Chlorophyliderivate auch mit Mangandioxyd- 
Schwefelsiiure, also auf eindeutig oxydativem Wege, in Porphyrine 
iiberfiihrbar sind. Die Aufklirung der Phorbinstruktur durch H. Fischer 
schuf klare Verhaltnisse in dem Sinne, daB das Chlorophyll ein kern- 
hydriertes Porphyrinsystem besitzt. H.Fischer® betont daher auch, 


' K. Noack u. W. Kiessling, Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 13, 1929; 193, 
97, 1930. — * W. Scharfnagel, Planta 13, 716, 1931. — * H. Fischer u. H. Orth, 
Die Chemie des Pyrrols, II, 2. Leipzig 1940. — 4 H. Fischer u.O. Moldenhauer, 
Liebigs Ann. 481, 132, 1930. — ° W. Manthey, Zur oxydativen Darstellung 
von Porphyrinen aus Chlorophyll. Diss. Univ. Berlin 1935. ® H. Fischer, 
A, Ocestreicher u. A. Albert, Liebigs Ann. 538, 128, 1939. 
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daB die oxydierende Wirkung von Eisen-Ameisensiure einzigartig (\,. 
stehen diirfte. 

Demnach stellt also die Umwandlung von Protochlorophyll in 
Chlorophyll einen photochemischen, vital gesteuerten Hydrierungs. 
vorgang dar. 

An unseren und iilteren Vorstellungen von der Bedeutung es 
Protochlorophylls als biologischer Vorstufe des Chlorophylls ist wu. a. 
von H, Fischer Kritik geiibt worden. Immerhin weist H. Fischer! jn 
diesem Zusammenhang darauf hin, daB Kernhydrierung komplizierter 
Pyrrolverbindungen sogar im Siugetierorganismus méglich ist. Im 
iibrigen geht H. Fischer an meinen mit Scharfnagel (s. oben) erhaltenen 
Befunden vorbei: Verdunkelt aufgezogene Maisblitter enthalten nur 
Protochlorophyll, das bei kurzer, nicht zu starker Belichtung sehr rasch 
verschwindet. Bei folgender, mindestens zehnstiindiger Verdunkelung 
entsteht neues Protochlorophyll, das bei Belichtung wiederum ver- 
schwindet. Dieses Spiel kann offenbar beliebig oft unter stetem An- 
wachsen des Chlorophyligehalts wiederholt werden; in den Versuchen 
fand viermalige Wiederholung statt. Dieses lichtabhiingige Verschwinden 
des Protochlorophylls in lebenden, und zwar nur in lebenden, Zellen ist 
doch wohl nur verstindlich, wenn das Protochlorophyll als eine biolo- 
gische Vorstufe und nicht etwa als Zersetzungsprodukt anderweitig 
entstandenen Chlorophylls angesehen wird. Neuerdings legt H. Fischer? 
dem Vorkommen intakten Chlorophylls in den Kiirbissamenhiiuten 
im Sinne des sekundiren Auftretens von Protochlorophyll Bedeutung 
bei. Mit Scharfnagel (s. oben) zeigte ich jedoch eindeutig, dab die 
lebenden Samenhiute des Kiirbis nur Protochlorophyll fiihren, das 
durch die starke, lichtabhaltende Fruchtwand vor der photochemischen 
Umwandlung geschiitzt wird und beim Offnen der Friichte im Licht 
rasch durch Chlorophyll ersetzt wird. Tote Samenhiute, wie sie in 
reifen Friichten vorliegen, behalten dagegen beim Offnen im Licht das 
gesamte Protochlorophyll und sind chlorophyllfrei. Somit ist also 
nicht die Bildung des Protochlorophylls, sondern diejenige des Chloro- 
phylls ein sekundarer, und zwar vital bedingter, Vorgang. 

Zu kliren bleibt allerdings die Tatsache, daB in verdunkelt auf- 
gezogenen Blittern der Gehalt an Protochlorophyll geringer ist, als es 
der Neubildung von Chlorophyll bei darauffolgender Belichtung ent- 
spricht. Die starke Protochlorophyllanreicherung in den Kiirbissamen- 
hauten stellt einen Sonderfall dar. Auch scheint bei den Cucurbitaceen 
in gewissen Fillen der zur photochemischen Hydrierung des Proto- 
chlorophylls nétige Mechanismus in der lebenden Zelle zu fehlen. Denn 


1 H. Fischer u. H. Orth, Die Chemie des Pyrrols, II, 2, 8. 38. Leipzig 1940. 
2 H. Fischer u. A. Oestreicher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 262, 243, 1939 40. 
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nach Seybold} soll das ,,Trichosanthin“ in dem dem Licht zugiinglichen 
Fruchtfleisch von Trichosanthes mit Protochlorophyll identisch sein. 

Auch Barrenscheen und Mitarbeiter? wollen das Protochlorophyll 
nicht als biologische Zwischenstufe anerkennen, vor allem deswegen 
nicht, weil sie in verdunkelt aufgezogenen Weizenkeimlingen weder 
auf praparativem noch auf spektrographischem Wege Protochlorophyll 
nachweisen konnten. Hier liegen offensichtlich starke methodische 
Fehler vor, da ich mit Scharfnagel (s. oben) unter den Bedingungen 
einer physiologischen Lichtstarre, d. h. in starkem Licht, im etiolierten 
Jlebenden Maisblatt ein Spektrogramm des Protochlorophylls erhielt, 
das in der den genannten Verfassern offenbar nicht bekannten Arbeit 
Scharfnagels abgebildet wurde. AuBerdem lassen sich aus etiolierten 
Blittern im Gegensatz zu den Befunden von Barrenscheen ohne weiteres 
Lésungen von Protochlorophyll erhalten, wofern die Extraktion der 
Blatter im Dunkeln vorgenommen wird oder die Blitter vor der im 
Licht erfolgenden Extraktion anderweitig im Dunkeln abgetétet werden. 

Es ist demnach wohl zulissig, die Endstufe der Chlorophyllsynthese 
als einen photochemischen, vital gesteuerten Hydrierungsvorgang auf- 
zufassen. Damit stellt der biologische Chlorophyllabbau auf oxydativem, 
vom Licht nicht bestimmtem Weg in gewissem Sinne ein Spiegelbild 
zum letzten. Schritt des Chlorophyllaufbaus dar. 


F. Die Selbstentziindung des Heus, 


Die Tatsache der starken Eisenanreicherung in den Chloroplasten 
kann auch als Erklirung fiir die Selbstentziindung des Heus dienen. 
Diese verhiltnismaiBig wenig bearbeitete Erscheinung ist schon 1873 
durch Ranke’ wohl richtig gedeutet worden, wobei er sich neben einigen 
Versuchen auf ein Gerichtsgutachten von L.A. Buchner bezieht. In 
diesem wird folgendes ausgefiihrt: 

,s 148+ sich namlich denken, da8 bei erwahnter fortschreitender Zer- 
setzung das Heu eine Art Verkohlung erleide und daB die auf solche Weise 
gebildete kohlige Masse, ahnlich mancher anderen Kohle, z. B. mancher Torf- 
kohle oder mit Kohle gemengter Torfasche, oder auch ahnlich mancher mit 
feinzerteiltem Schwefelkies gemengter Steinkohle oder Braunkohle vermége 
groBer Porositaét und eingemengter, zur raschen Oxydation ... geneigter Stoffe 
die Eigenschaft eines Pyrophors erhielte . . .“ 


Es diirfte kein Zweifel sein, daB in gestapelten, zunichst auf 
biologischem Wege erhitzten Heumassen eine Reduktion des Chloro- 
plasteneisens stattfindet, das dabei infolge seiner feinen Verteilung 
pyrophore Eigenschaften erhilt und bei Luftzutritt das Heu zum 


1 4. Seybold, Sitzungsber. Heidelb. Akad. Wiss. 1939, S.1. — * H.K. 
Barrenscheen, J. Pany u. E. Srb, diese Zeitschr. 310, 333, 1942. 3 H. Ranke, 
Liebigs Ann. 167, 361, 1873. 
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Entziinden bringen kann. Es sind Fille bekannt, in denen rostige 
Hufeisen oder Eisenstiibe zum Zwecke der Brandstiftung in Heuhaufen 
eingebracht wurden. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
durchgefithrt, der ich hierfiir danke. Ebenso danke ich Fraulein M. Doblin 
fiir ihre Mitarbeit. 


Zusammenfassung, 


Der biologische Abbau des Chlorophylls scheint in seinem wesent- 
lichen Teil eine oxydative Katalyse darzustellen. 

Die durch Einwirkung der Chlorophyllase priparativ erhiiltlichen 
Chlorophyllide, wie auch andere freie Carbonsiuren des Chlorophy!ls 
(Phiophorbide, Phytochlorin und Phytorhodin) werden, im Gegensatz 
zum genuinen Chlorophyll, in Form ihrer wasserléslichen Alkalisalze 
durch Wasserstoffperoxyd in heterogener Katalyse mit kolloidalem 
Eisen (II1)-hydroxyd leicht abgebaut. Dieselbe Wirkung hatte ein 
Montmorillonit, offenbar infolge seines Eisengehalts. 

Bei unvollstindiger Oxydation konnte Methyl-ithyl-maleinimid, 
Ammoniak und Oxalsiure erfaBt werden. Quantitative Bestimmungen 
des Verbrauchs an Wasserstoffperoxyd ergaben jedoch, daB bei ge- 
eigneten Mengenverhiltnissen zwischen dem Katalysator und dem 
Wasserstoffperoxyd totale Oxydation zu CO,, NHs und H,0 erfolgt 

Zwischen der katalatischen und der peroxydatischen Wirkung 
des Eisen(II1)-hydroxyds bestehen komplementiire Beziehungen, die 
durch die Adsorption der Substrate bestimmt werden. Ist der Farbstoff 
als Substrat im UberschuB gegeniiber dem Katalysator vorhanden, so 
wird das Wasserstoffperoxyd von diesem vollig ferngehalten und dient 
lediglich zur Oxydation des durch den Katalysator aktivierten Farb- 
stoffs. Bei Uberschu8 an Katalysator werden dessen aktive Stellen 
sowohl vom Farbstoff als auch vom Wasserstoffperoxyd besetzt, so 
daB der Katalysator gleichzeitig peroxydatisch und katalatisch wirksam 
ist. Auch kommt hierbei rein katalatische Wirkung vor. Es bleibt 
zu priifen, ob sich diese Verhialtnisse auf die Katalase selbst iibertragen 
lassen. 

In lebenden Blittern geht die katalatische Aktivitit schon vor 
dem Vergilben stark zuriick. Da die Atmung gemi8 den Angaben in 
der Literatur wiihrend der Vergilbung fortbesteht, kann also das bei 
der Atmung anfallende Wasserstoffperoxyd in diesem Stadium zu 
destruktiven Vorgiingen Verwendung finden. 


Lebende oder durch Trocknen bei Raumtemperatur getotete 


Blatter von Helodea densa, die sehr reich an Chlorophyllase sind, werden 
durch verhiltnismaBig geringe Mengen von zugesetztem Wasserstoff- 
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peroxyd unter gleichzeitiger Abtétung der lebenden Blatter rasch aus- 
gebleicht. Mit Ather, hypertonischer Kaliumnitratlésung und anderen 
Mitteln getétete oder beschidigte Blitter bleichen in Wasserstoffper- 
oxyd nicht oder nur sehr langsam aus, ebenso abgebriihte Blitter und 
solche, die viele Tage lang den Bedingungen der Autolyse unterworfen 


waren. 

Die Chlorophyllhydrolyse durch die Chlorophyllase wird unter den 
Bedingungen der Autolyse nicht in Gang gesetzt, sondern erst nach 
darauffolgendem Zusatz von Aceton. 

Demnach stellt sich der Vorgang der Vergilbung folgendermaBen dar: 

a) Proteolyse des Plastidenstromas unter Mitwirkung des nicht 
mehr katalatisch zersetzten Wasserstoffperoxyds der Atmung gemiB 
den Befunden von Albers. Dadurch 

b) Abspalten des Chloroplasteneisens in Form von dreiwertigem 
Eisenhydroxyd aus den Plastiden-EiweiBkérpern und Aktivierung der 
Chlorophyllase. 

ce) Oxydativer Totalabbau der chlorophyllatischen Chlorophyll- 
spaltprodukte in Form ihrer wasserléslichen Alkalisalze durch weiteres 
Wasserstoffperoxyd in heterogener Katalyse mit dreiwertigem Eisen, 
vermutlich kolloidalem Eisen (III)-hydroxyd, als Katalysator. 

Die einzemen Vorgiinge schieben sich zeitlich ineinander, so daB 
es nicht zur greifbaren Anhiufung von Zwischenprodukten der hydro- 
lytischen oder oxydativen Phase im Chlorophyl&bbau kommt. 

Die Selbstentziindung des Heus diirfte auf die Reduktion vor- 
nehmlich des Chloroplasteneisens zu pyrophorem Eisen zuriickzufiihren 
sein, 





Bemerkung zu der Arbeit von |. Huszak: 
Uber die Eisenporphyrinverbindungen 
in der Nebenniere.*! 

Von 
R. Bierich und A. Rosenbohm. 

(Aus dem Krebsinstitut, Univ.-Krankenhaus Eppendorf-Hamburg. 


(Eingegangen am 7. Juni 1943.) 


Zu der Aussage des Autors: ,,Biertch und Mitarbeiter? haben in 
der Nebenniere zwei Cytochromstreifen wahrgenommen, doch erwiihnten 
sie nichts Niiheres iiber die Lage derselben; sie sahen die Nebenniere 
als ein einheitliches Gewebe an und machten keinen Unterschied 
zwischen Rinden- und Marksubstanz der Nebenniere** verweisen wir auf 
unsere Mitteilung in derselben Zeitschrift®, in der wir das Eisen- 


porphyrin mit der Hauptabsorptionsbande bei 5590 A, das von Herrn 


Huszék untersucht ist, schon vor 15 Jahren als Hiimochromogen nit 
der Hauptbande bei 5591 A nachgewiesen haben. Hierzu wird S. 252, 
Zeile 10 gesagt, .,es hat den Anschein, als ob das Haimochromogen in 
der Nebenniere ausschlieBlich im Mark, nicht aber in der Rinde vor- 
kommt‘, und dieser *Befund wird auf derselben Seite, Zeile 20, noch 
bestimmter in dem Satz ausgesprochen: ,,da das Himatin ausschlieBlich 
im Nebennierenmark vorkommt* 


! Diese Zeitschr. 312, 330, 1942. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 164. 207, 
1927. — * Ebenda 178, 250, 1928. 





